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Résumé 
Malgré plusieurs chimiothérapies suivies d’une transplantation et d’une immunothérapie, 40% 
des patients avec un neuroblastome (NB) à haut risque subissent une progression de la maladie 
ou une rechute. L’échec de ces traitements est attribué à la présence  de cellules initiatrices de 
tumeur (TIC) qui expriment le marqueur CD133 et qui sont souvent résistantes aux agents 
chimiothérapeutiques. Les cellules Natural Killer (NK), qui possèdent un effet anti-tumoral, 
peuvent être utilisées dans le cadre du développement de nouvelles approches immuno-
thérapeutiques. Nous posons l’hypothèse que les cellules NK activées éliminent efficacement 
les TIC et contribuent à la réduction des risques de rechute. De plus, il est possible 
d’augmenter l’effet anti-tumoral des cellules NK contre le NB. L’activité cytotoxique des 
cellules NK est augmentée par des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) activées.  A la 
suite de la stimulation de leurs récepteurs Toll-like les pDC produisent de grandes quantités 
d'interféron-alpha (IFN-α). Nous avons étudié les propriétés lytiques des cellules NK contre 
des lignées cellulaires de NB à la suite de leur activation par l’IFN-α ou des pDC activées. 
Nos résultats révèlent une augmentation de l’activité cytolytique des cellules NK contre ces 
lignées en réponse à une stimulation par les pDC activées. De plus, les cellules de NB CD133
+
 
ou celles résistantes à l’immunothérapie dirigée contre le glycolipide disialoganglioside (GD2) 
sont sensibles à la lyse médiée par les cellules NK stimulées par les pDC. Nous avons examiné 
les mécanismes cellulaires impliqués dans la lyse des cellules de NB. Nous montrons que cette 
cytotoxicité est médiée en partie par TRAIL induisant l'apoptose et en partie par la libération 
des granules cytotoxiques. Ainsi, ces résultats permettent de proposer une nouvelle approche 
immuno-thérapeutique complémentaire au traitement par l’anticorps anti-GD2 pour les 
patients atteints de NB à haut risque. 
 
Mots-clés : neuroblastome, immunothérapie, cellule Natural Killer, cellule dendritique 
plasmacytoide, cellule initiatrice de tumeur, TRAIL, dégranulation 
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Abstract 
Despite aggressive treatment by chemotherapy followed by transplantation and 
treatment with anti-tumor cell disialoganglioside (GD2) monoclonal antibody, IL-2, GM-CSF 
and retinoic acid, 40% of patients with high-risk neuroblastoma (NB) still undergo disease 
progression or relapse. Furthermore, tumor-initiating cells (TIC) expressing the CD133 marker 
are present in NB tumors and are more resistant to chemotherapy. To evaluate a new 
immunotherapeutic approach, we took advantage of the anti-tumor effect of Natural Killer 
(NK) cells. We hypothesized that activated NK cells would be a potent therapeutic strategy to 
eliminate TIC and reduce relapse of NB. We aimed to establish the best strategy to increase 
the NK cell mediated cytotoxicity against NB. NK cell cytotoxic activity is increased by 
cytokines, chemokines and activated plasmacytoid dendritic cells (pDC) which produce high 
amounts of interferon-alpha (IFN-α) upon Toll-like receptor stimulation. We investigated NK-
cell lytic properties against NB cell lines following activation by IFN-α or activated pDC. Our 
results reveal that NB cells, including TIC (CD133
+
 cells) and GD2-negative cells, are highly 
sensitive to NK cell mediated cytotoxicity following stimulation by activated pDC. We also 
examined the cellular mechanisms involved in NK cell-mediated lysis of NB cell lines. The 
increased cytotoxicity is partially mediated by TRAIL induced apoptosis and as well as by the 
release of cytolytic granules. In conclusion, we propose a new immunotherapeutic approach 
that can be used in combination with the anti-GD2 therapy for the treatment of high-risk NB 
patients. 
 
Keywords : neuroblastoma, immunotherapy, Natural Killer cell, plasmacytoid dendritic cell, 
tumor-initiating cell, GD2, TRAIL, degranulation 
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Chapitre 1 : Le neuroblastome 
 
1.1 Historique du neuroblastome 
Le neuroblastome a été décrit pour la première fois en 1864 par le professeur 
d’anatomie Rudolf Ludwig Karl Virchow qui lui attribua le terme de gliome. Cette maladie est 
également connue sous le nom de sarcome suprarénal ou sarcome congénital. Virchow a 
associé le gliome et la présence d’un nodule localisé à la médulle de la glande surrénale1. En 
1901, le professeur de médecine William Pepper publia ses observations faites sur de jeunes 
patients. Ces derniers mourraient suite au développement d’une tumeur au niveau des 
surrénales et d’une hypertrophie du foie2. Ces observations cliniques portent maintenant le 
nom de syndrome de Pepper. Puis, le physicien Robert Grieve Hutchison rapporta plusieurs 
cas de sarcome surrénal en 1907. Ces patients âgés de 9 mois à 9 ans présentaient des 
métastases au niveau du globe oculaire. À la suite d’une autopsie, la présence de tumeur au 
niveau de la glande surrénale a été établie sur chacun
3
. Ces manifestations cliniques portent 
aujourd’hui le nom de syndrome de Hutchison. Ce n’est qu’en 1910 que le terme 
neuroblastome est employé par le Dr. James Homer Wright dans un article décrivant une série 
de cas de tumeur localisée à la surrénale et/ou au foie qu’il caractérisa par microscopie 4. 
 
1.2 Origine du neuroblastome – Cellules de la crête neurale 
Lors de la quatrième semaine du développement embryonnaire, la formation du 
système nerveux est enclenchée. Cette étape porte le nom de neurulation et permet de 
transformer l’ectoderme (la plaque neurale) en tube neural. Durant la neurulation (Figure 1)5, 
la plaque neurale s’enfonce et, à la suite du repliement, forme la gouttière neurale. Les parois 
se rapprochent et se fusionnent pour créer le tube neural. C’est à cette jonction, que sont 
retrouvées les cellules de la future crête neurale. Le tube neural se dissocie ensuite de 
l’ectoderme et des cellules de la crête neurale6,7. Cette disjonction inhibe la cohésion des 
cellules de la crête neurale par la perte d’expression des molécules d’adhésion présentes dans 
le tube neural, soit N-CAM (Molécule d’adhésion des cellules neurales) et les cadhérines8,9.  
  
3 
 
Figure 1 – Les différentes étapes de la neurulation.  
Au cours de la quatrième semaine de gestation, le système nerveux de l’embryon se 
développe. 1) À partir de l’ectoderme, le tube neural ce forme lors de la constriction de la 
plaque neurale. 2) Cette dernière se replie afin de créer la gouttière neurale. 3) Les cellules 
présentes à la jonction permettent la création de la crête neurale. 4) À cette étape, le tube 
neural et les cellules de la crête neurale se dissocient de l’ectoderme. Adapté de Liu, A. & 
Niswander, 2005
5
.  
 
Les cellules de la crête neurale migrent grâce à la présence des molécules BMP (Bone 
morphogenetic proteins), FGF (Fibroblast growth actors) et Wnt (Wnt proteins)
5,10-15
, des 
molécules de la famille du TGF-β (Facteur de croissance transformant). L’acide rétinoïque 
semble également jouer un rôle
16,17
. La fin de la migration est liée à la réexpression des 
cadhérines et du N-CAM
8
. 
La crête neurale est à l’origine de quatre grandes fonctions cellulaires en fonction du 
lieu de migration et de la localisation des cellules dans le système. On y retrouve 1) les 
neurones et les cellules gliales du système nerveux sensitif, sympathique et parasympathique, 
2) les cellules de la glande surrénale, 3) les cellules pigmentaires, ainsi que 4) les tissus 
conjonctifs, le cartilage facial et plusieurs composantes du squelette
18
. Le destin des cellules 
de la crête neurale dépend de leur niveau de différenciation. Des cellules indifférenciées ou 
matures, telles que les neuroblastes et les cellules de Schwann sont aussi retrouvées.  
Les facteurs liés au développement du neuroblastome demeurent inconnus. Cependant, 
il est établi que cette tumeur se développe au dépend du système nerveux sympathique et que 
les précurseurs de la maladie dérivent des cellules de la crête neurale. 
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1.3 Histopathologie 
La présence des neuroblastes et des cellules de Schwann est essentielle au 
développement des tumeurs neuroblastiques, incluant le neuroblastome, le 
ganglioneuroblastome et le ganglioneurome
19,20
. Les neuroblastes dont les précurseurs 
proviennent de la crête neurale sont des cellules pluripotentes et forment plusieurs 
composantes du système nerveux sympathique. Elles peuvent se différencier et former des 
cellules ganglionnaires ou demeurer immatures. Les cellules de Schwann sont des cellules 
gliales qui entourent les cellules neuronales et ont pour fonction d’assurer le développement 
des neuroblastes et des neurones. L’équilibre entre ces deux types cellulaires est fragile.  
Un système de classification élaboré par Shimada en 1999
19
, puis révisé en 2003
21
, a 
permis de classer les tumeurs neuroblastiques en fonction de trois critères (Figure 2)
22
 : 1) le 
stade de  différenciation des neuroblastes, 2) la quantité de cellules nourricières formées par 
les cellules de Schwann (Stroma Schwannien) et 3) l’index mitotique et caryorrhexis (MKI). 
Le pronostic est divisé en deux sous-groupes histologiques (favorable ou défavorable) et 
corrèle aux chances de survie du patient. L’âge au diagnostic joue également un rôle important 
dans la probabilité de survie
23,24
.  
En fonction de ce système de classification, le neuroblastome est une tumeur composée 
de moins de 50% de stroma Schwannien. Les neuroblastomes sont classés en trois catégories, 
définies en fonction de leur degré de différenciation : indifférencié, faiblement différencié (c.-
à-d., moins de 5% des cellules tumorales sont des cellules ganglionnaires) et différencié (c.-à-
d., au moins 5% des cellules tumorales sont de types ganglionnaires). Le neuroblastome 
indifférencié est toujours de mauvais pronostic
19
.  
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Figure 2 – Système de classification : International Neuroblastoma Pathology 
Classification. 
Lorsque la quantité de cellules nourricières du nom de stroma Schwannien est inférieure à 
50%, le diagnostic posé est un neuroblastome. Ce dernier peut être non différencié, faiblement 
différencié ou différencié ce qui, en fonction de l’âge du patient et de l’index mitotique et 
caryorrhexis (MKI) peut être considéré comme un diagnostic histologique favorable (FH) ou 
défavorable (UF). Le ganglioneuroblastome est diagnostiqué lorsque le développement du 
stroma Schwannien est supérieur à 50%. Adapté Park et al. 2010
22
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1.4 Épidémiologie 
Le neuroblastome constitue la tumeur solide extra-crânienne la plus commune chez les 
enfants et représente 7 à 10% de toutes les tumeurs infantiles
22,25
. Cette maladie est 
généralement diagnostiquée avant l’âge de 18 mois26. Une étude réalisée dans 50 pays durant 
la décennie 70 par le Centre International de Recherche sur le Cancer a permis d’observer une 
prédominance de la maladie dans la population caucasienne blanche
25
. Aucune variation n’a 
été observée entre l’Amérique du Nord, l’Europe et l’Océanie. L’incidence de la maladie 
diminue avec le vieillissement de l’enfant atteignant une moyenne de 7 à 12 cas par millions 
tout âge confondu. Au cours de la première année de vie
27
, le neuroblastome représentant 25 à 
50 cas par million. Toutefois, une prédominance des diagnostics se fait entre l’âge de 1 et 4 
ans totalisant 50% des diagnostics, soit près de 15-20 cas par million. Plus la maladie se 
déclare tardivement dans la vie de l’enfant, plus les symptômes cliniques diminuent. Les 
catégories d’âge de 5 à 9 ans et 10 à 14 ans représentent 20% de toutes les détections avec 
respectivement 2-4 cas et 1-1.5 cas par million. Aucune différence n’est significativement 
observée entre les blancs et les noirs
22
, cependant, l’incidence est légèrement plus importante 
chez les garçons comparativement aux filles avec un ratio de 1.2 :1
25
. 
 
1.5 Étiologie 
 Il existe plusieurs hypothèses concernant les causes du neuroblastome. Le 
développement du neuroblastome serait associé à divers facteurs environnementaux tels que 
l’exposition du père aux champs électromagnétiques28,29, la consommation d’alcool au cours 
du développement du fœtus par la mère30-32, ainsi que toute exposition à la fumée de 
cigarette
30,31,33
. La profession qu’exercent les deux parents a également été analysée. Certains 
métiers, comme agriculteur, accentuent le contact avec des agents potentiellement 
carcinogènes, tels que les pesticides, les insecticides ou les fongicides
33
. La prise de 
médicaments durant la grossesse fut aussi proposée
30,31
. Cependant, aucune étude n’a pu 
confirmer de façon significative ces hypothèses.  
Le neuroblastome peut être diagnostiqué chez un patient atteint d’un syndrome, d’une 
tumeur ou d’une malformation impliquant les cellules de la crête neurale (c.-à-d. 
neurocristopathies)
22,34
. Des facteurs prédisposants, tels la maladie de Hirchsprung et le 
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neurofribromatose de type I ont été décrits. Il semble que leur association au neuroblastome ne 
soit qu’anecdotique35-37.  
 
1.6 Dépistage  
 Une des caractéristiques du neuroblastome est la surproduction de catécholamine
38-40
. 
Les molécules comme l’adrénaline, la dopamine et la noradrénaline jouent un rôle de 
neurotransmetteur à la fois dans le système nerveux central et périphérique. Elles sont 
sécrétées par la glande médullo-surrénale et ces composantes sont excrétées dans l’urine. Dans 
les années 70, un test de dépistage fût élaboré par les japonais. Ce dernier mesurait 
quantitativement dans les urines, les métabolites des catécholamines (c.-à-d., acide 
vanillylmandélique, acide homovanilique), ce qui a eu pour effet d’augmenter la détection de 
la maladie à plus de 20 cas par million
41
. Deux études sur le dépistage du neuroblastome, 
réalisées chez les bambins âgés de 3 semaines à 6 mois et chez les enfants de 1 an, ne sont pas 
parvenues à démontrer une réduction du taux de mortalité grâce au test de dépistage
42, 43
. Les 
types de neuroblastome détectés étaient en majorité ceux démontrant des caractéristiques 
biologiques favorables à la survie des patients. Ce test de dépistage n’apporte donc aucune 
diminution de l’incidence des neuroblastomes à haut risque ni une augmentation du taux de 
survie
42-44
. Il a donc été abandonné comme test de dépistage. 
 
1.7 Classification du neuroblastome 
Le neuroblastome est un cancer solide extra-crânien originaire des cellules nerveuses 
immatures (neuroblastes); ces cellules forment le système nerveux sympathique. Le 
neuroblastome est retrouvé le long de la colonne vertébrale, dans la région de la glande 
médullosurrénale et dans les ganglions. Tel qu’illustrée à la figure 345, la tumeur peut 
s’infiltrer dans la région intraforaminale et provoquer la paralysie chez le patient causée par la 
compression de la colonne
46
. Le neuroblastome peut également se loger dans le cou (5% des 
cas) et au haut de la poitrine (20% des cas) causant ainsi le syndrome de Horner
47
. Dans près 
de 65% des diagnostics, les tumeurs sont retrouvées dans l’abdomen. Dans la moitié des cas 
des tumeurs abdominales, elles sont localisées à la médulla de la glande surrénale
22,48
. Dans 
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plus de 50% des cas, les métastases infiltrent la moelle osseuse, le foie, les os et la peau
47,49
. 
Lorsque la maladie forme des métastases au niveau de la peau, le patient développement des 
nodules sous-cutanés de couleur bleue laissant des traces semblables à des hématomes. Cette 
manifestation clinique se nomme le syndrome du blueberry muffin 
22,48
. Dans seulement 1% 
des cas, aucune tumeur primaire n’est détectée.  
 
 
Figure 3 – Localisation et conséquences du neuroblastome 
En s’infiltrant dans la région intraforaminale, la tumeur cause une compression de la colonne 
pouvant conduire à la paralysie. Le NB peut se loger dans le cou et en haut de la poitrine, 
affectant l’orbite oculaire. Les effets cliniques de ce NB résultent en un syndrome de Horner : 
une paupière tombante (ptosis), l’incapacité à transpirer (antsydrosis) et la constriction de la 
pupille (myosis). La tumeur peut se loger près du tronc cœliaque à proximité des vaisseaux et 
nerfs importants. Le NB est généralement métastatique. Les métastases sont retrouvées au 
niveau des os, de la peau (non illustré) et peut même infiltrer le foie. Image et texte adapté de 
Marris JM, 2010
45
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Chez plusieurs patients, aucun symptôme n’est apparent alors que d’autres manifestent 
des symptômes communs dont la fièvre, la perte de poids, la douleur, la détresse respiratoire 
reliée à la compression ou l’hépatomégalie (c.-à-d., augmentation de la taille du foie)48, la 
dilatation abdominale et/ou la présence d’une masse palpable50. 
Les critères pour le diagnostic et l’établissement des différents stades du 
neuroblastome ont été établis en 1988 et révisés en 1993 par l’Internationnal Neuroblastoma 
Staging System (INSS)
51,52
; six stades ont été établis en fonction de la localisation de la 
tumeur lors du diagnostic (Tableau I)
52
.  
 
Tableau I- Système de classification - International Neuroblastoma Staging System 
Stade Description 
1 Tumeur localisée, exérèse complète de la tumeur avec ou sans résidus 
microscopiques de la maladie; Les ganglions lymphatiques ipsilatéraux sont 
négatifs pour la tumeur au microscope (Les ganglions attachés et enlevés avec la 
tumeur peuvent être positifs). 
2A Tumeur localisée, exérèse partielle de la tumeur; Les ganglions lymphatiques 
ipsilatéraux sont négatifs pour la tumeur au microscope. 
2B Tumeur localisée avec ou sans exérèse complète de la tumeur avec des ganglions 
lymphatiques ipsilatéraux positifs pour la tumeur; Les ganglions lymphatiques 
controlatéraux doivent être microscopiquement négatifs. 
3 Tumeur unilatérale non résécable dépassant la ligne médiane avec ou sans 
envahissement ganglionnaire régional; Tumeur unilatérale localisée avec les 
ganglions lymphatiques controlatéraux envahis ou tumeur médiane avec extension 
bilatérale (non résécable) ou ganglions lymphatiques envahis. La ligne médiane est 
définie comme la colonne vertébrale. Les tumeurs provenant d'un côté et traversant 
la ligne médiane doivent s'infiltrer à la ligne médiane ou au-delà du côté opposé de 
la colonne vertébrale. 
4 Toutes tumeurs primaires avec dissémination aux ganglions lymphatiques distants, 
aux os, à la moelle osseuse, au foie, à la peau et/ou à d’autres organes (à 
l’exception de ceux définis au stade 4S). 
4S Tumeur primaire localisée (comme défini pour les stades 1, 2A ou 2B), avec une 
dissémination métastasique limitée à la peau, au foie ou à la moelle osseuse (limité 
aux enfants âgés de moins d’un an). 
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Un système de classification plus complet a été élaboré au début des années 2000 à la 
suite de l’évaluation d’une cohorte de plus de 8 800 patients atteints du neuroblastome53. 
L’International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) est plus précis puisqu’il 
se base sur un nouveau système de stratification qui utilise l’imagerie médicale (Tableau II)54, 
contrairement au INSS qui se base sur l’ablation de la tumeur. Il est maintenant possible 
d’associer le stade L1 au stade 1, le stade L2 aux stades 2A/B et 3 et les stades M et MS 
équivalent, aux stades 4 et 4S respectivement
53
. Pour chacun de ces stades, il est possible de 
prédire le risque associé au neuroblastome en s’appuyant sur les facteurs tels que l’âge du 
patient au moment du diagnostic, le stade selon l’INSS, les caractéristiques histologiques, le 
stade de différenciation de la tumeur et les aberrations génomiques
53,54
.  
 
Tableau II- Système de classification préopératoire - International Neuroblastoma Risk 
Group Staging System 
Stade Description 
L1 Tumeur localisée sans infiltration des organes vitaux et confinée à une seule région 
du corps 
L2 Tumeur localisée avec facteur de risque 
M Tumeur métastatique (à l’exception du stade MS) 
MS Tumeur métastatique chez les enfants âgés de moins de 18 mois localisée à la peau, 
au foie et/ou à la moelle osseuse 
 
Les risques associés au neuroblastome peuvent être classés en trois catégories : 1) 
risque faible, 2) risque intermédiaire ou 3) risque élevé. Les neuroblastomes présentant des 
faibles risques, représentent 37% des diagnostics et le taux de survie sans complication (EFS) 
après 5 ans atteint 75 à 100%. Les patients ayant un risque jugé intermédiaire ont 50 à 75% de 
chance de survie et comptent pour 18% des cas. Les neuroblastomes à risque élevé touchent 
45% des enfants diagnostiqués et les probabilités de survie pour les « meilleurs » cas sont de 
moins de 50% avant l’utilisation de l’immunothérapie49,53,55,56.  
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1.8 Les traitements 
Le neuroblastome est un cancer reconnu pour son hétérogénéité clinique. Le pronostic 
peut être favorable pour certains stades; la tumeur peut régresser spontanément ou à l’inverse 
la tumeur se dissémine à travers le corps (neuroblastome à haut risque). 
Généralement, pour les neuroblastomes à faible risque des stades L1 et L2, sans 
amplification de l’oncogène MYCN53, seule une chirurgie est nécessaire57. Cependant, s’il y a 
une rechute postopératoire, un traitement de chimiothérapie sera administré au patient
58
. Pour 
les stades MS ou 4S, dont le “S” a pour signification “Spéciale”, aucun traitement n’est donné 
puisque dans la majorité des cas, le cancer se résorbe de lui-même
48,59
 dans le cas où les 
facteurs biologiques sont favorables
53. L’enfant est placé sous observation afin de s’assurer 
qu’il n’y ait pas de complication60.  
Le neuroblastome à risque intermédiaire regroupe en partie les stades L2 et M; le stade 
L2 rassemble les enfants de plus ou moins 18 mois sans amplification de MYCN, mais 
possédant une aberration génétique tandis que le stade M est associé aux enfants entre 12 et 18 
mois sans amplification de MYCN
53
. Afin de réduire la taille de la tumeur, les patients 
reçoivent plusieurs cycles de chimiothérapie préopératoire. Le but de la chimiothérapie est de 
résorber en totalité la tumeur sans pour autant endommager les organes. Si cette pratique est 
impossible ou incomplète, une exérèse macroscopique est effectuée (complète ou partielle) 
avant d’initier un cycle avec des agents chimiothérapeutiques. Dans des cas plus complexes, 
une radiothérapie est utilisée
61,62
.  
Finalement, tous les patients présentant une amplification de l’oncogène MYCN ont un 
diagnostic de neuroblastome à risque élevé
53
. Les traitements standards prodigués pour les 
neuroblastomes à risque élevé débutent avec plusieurs cycles chimiothérapeutiques non 
myéloablatifs (c.-à-d., ne nécessite pas une greffe de cellules souches hématopoïétiques) et 
permettent de réduire la masse tumorale au site primaire (le taux de survie sans complication 
après 3 ans est de 26%)
63
. Le traitement est suivi de l’exérèse complète (si possible) de la 
tumeur et d’une radiothérapie. Une étude réalisée par l’équipe de Kattherine K. Matthay, en 
1999, a démontré un bénéfice sur l’augmentation du taux de survie après 3 ans à plus de 46%, 
suite à la combinaison de la thérapie standard avec la chimiothérapie myéloablative (qui 
consiste à administrer des doses élevées d’agent chimiothérapeutique afin d’éradiquer en 
totalité ou en partie les cellules tumorales, mais également les cellules du système immunitaire 
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et les cellules souches; à la base de l’hématopoïèse), et suivie d’une transplantation des 
cellules souches du patient (c.-à-d., greffe autologue) et de l’utilisation de l’acide rétinoïque 63. 
 
1.8.1 Acide rétinoïque 
 L’acide rétinoïque est un dérivé naturel ou synthétique de la vitamine A. Il est essentiel 
dans le développement embryonnaire et post-natal; ainsi qu’à l’âge adulte pour la croissance, 
la vision, la reproduction et la résistance aux infections. Son action physiologique affecte la 
différenciation des cellules épithéliales du tractus gastrique, du système immunitaire, de la 
peau, des os, de l’hématopoïèse et de l’homéostasie de divers tissus64-67. 
 L’acide rétinoïque joue un rôle dans le cancer puisque la carence en vitamine A 
augmente l’incidence des cancers chez plusieurs modèles animaux64,65,67. L’acide rétinoïque, 
sous forme tretinoin ou isotretinoin module la croissance. Cette molécule régule le niveau 
d’expression de divers microRNA (c.-à-d., Petit ARN non-codant qui supprime l’expression 
de gène suite à leur liaison partielle d’une séquence complémentaire de l’ARN messager 
(ARNm). Cette liaison inhibe la translation de l’ARNm en protéine ou en accélère ça 
dégradation
68
.). Ces microRNA ont un rôle majeur dans la différentiation des cellules neurales 
et peuvent avoir un effet suppresseur de tumeur ou une activité oncogénique dans divers types 
de cancers
69
. L’acide rétinoïque sous forme cis est notamment incluse dans le traitement des 
neuroblastomes à haut risque, spécialement les cellules de neuroblastome réfractaires et même 
résistantes à la chimiothérapie
63. Chez les cellules de neuroblastome, l’acide rétinoïque est un 
agent qui induit la différenciation vers un état non pathologique ou active la voie 
apoptotique
63,70-73
. L’administration de l’acide 13-cis-rétinoique ne provoque pas d’effets 
secondaires chez les enfants atteints de neuroblastome à haut risque. De plus, suite à une 
transplantation de moelle osseuse autologue, l’utilisation de l’acide rétinoïque permet 
d’augmenter la survie du patient sans effets secondaires (EFS). Cependant, l’augmentation de 
la survie est obtenue uniquement lorsque la charge tumorale est faible
63
.  
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Chapitre 2 : Les traitements immunothérapeutiques pour 
les neuroblastomes à risque élevé 
 
2.1 Nouvelles approches immunothérapeutiques  
 La résistance des cellules cancéreuses face aux drogues chimiothérapeutiques est 
fréquente chez les patients atteints de neuroblastome à haut risque. Il est donc important 
d’orienter le traitement vers d’autres voies, telle que l’immunothérapie. L’immunothérapie 
combine des composants stimulant le système immunitaire et des molécules ciblant des 
récepteurs à la surface des cellules tumorales.  
Ainsi, le protocole thérapeutique actuellement employé pour les enfants atteints de 
neuroblastome à risque élevé consiste en un traitement à l’aide de doses élevées de drogues de 
chimiothérapie suivi d’une chirurgie et d’une chimiothérapie induisant une myéloablation; la 
restauration de la fonction hématopoïétique est obtenue par greffe de cellules souches 
autologues préalablement prélevées chez le patient. Par la suite, l’irradiation locale réduit les 
risques de rechute
74
 et est suivie par l’immunothérapie combinant l’anticorps monoclonal anti-
disiaganglioside (GD2) ch14.18,  l’interleukine-2 (IL-2), le GM-CSF et l’acide rétinoïque75-80.  
 
2.2 L’anticorps monoclonal anti -disialoganglioside (GD2) 
 Les anticorps monoclonaux ciblent des antigènes spécifiques exprimés à la surface 
d’une cellule tumorale. L’usage de ce type de traitement est avantageux puisque les anticorps 
monoclonaux sont conçus pour cibler un antigène à la surface d’une cellule cancéreuse (avec 
une forte affinité et spécificité pour la molécule concernée). Ils ont peu d’effets toxiques sur le 
système et une longue demi-vie. Les mécanismes d’action induisant la lyse des cellules cibles 
passent par la voie de la cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps (ADCC)81, la 
cytotoxicité dépendante du complément (CDC)
82
. 
 En clinique, l’immunothérapie employant des anticorps monoclonaux (mAb) vise le 
glycolipide disialoganglioside (GD2)
75-78
, une molécule jouant un rôle dans l’adhésion 
cellulaire
83
. On retrouve cette molécule à la surface des cellules de neuroblastome, de 
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glioblastome, de certaines cellules de mélanome et des cellules tumorales de poumons
82-85
. 
L’expression du GD2 se retrouve également sur certains types de cellules saines82, mais est 
restreint au système nerveux central, aux fibres nerveuses périphériques et aux mélanocytes de 
la peau
84
. L’anticorps anti-GD2 administré chez la souris et chez l’homme, ne traverse pas la 
barrière cérébrale et ne cause aucun dommage neurologique à long terme
78
. Ainsi, l’expression 
restreinte du GD2 dans les tissus sains fait du mAb anti-GD2, un traitement 
immunothérapeutique très efficace.  
 Plusieurs essais cliniques ont été réalisés sur trois types de mAb anti-GD2 de première 
génération (14G2a, ch14.18 et 3F8) et de deuxième génération (hu14.18-IL-2, hu14.18K322A 
et mAb1A7). Le 14G2A et le 3F8 sont respectivement des mAbs anti-GD2 IgG2 et IgG3 de 
type murin
84
. Le ch14.18 est un mAb chimérique composé de la région variable (Fab) du mAb 
14.18 anti-GD2 IgG3 murin et de la région constante (Fc) du IgG1κ humain78,84. Le mAb anti-
GD2 ch14.18 possède une demi-vie plus longue que le mAb 14G2a, et peut atteindre jusqu’à 
66 heures
84
. L’anticorps monoclonal ch14.18 persiste à la surface des cellules tumorales et ce, 
jusqu’à 17 jours suivant le traitement immunothérapeutique78. Il a également été démontré que 
l’anti-GD2 ch14.18 provoque la lyse des cellules de neuroblastome et de mélanome par les 
mécanismes d’ADCC et par CDC78,81,86,87. Le mécanisme par ADCC consiste à éliminer les 
cellules cibles couplées avec un anticorps par le relargage de granules cytotoxiques (Perforine 
et Granzyme) ou par l’expression des ligands des récepteurs de mort cellulaire. Les cellules 
NK ont un rôle déterminant dans la lyse par ADCC. Le couplage de l’anticorps monoclonal est 
reconnue par la cellules NK ce qui à pour effet d’activer le relargage de ces granules 
cytotoxiques. La lyse des cellules tumorales n’est efficace que chez les patients qui ont un 
mismatch endogène (mismatch KIR-HLA)
88
. 
 Lorsque l’on administre l’anticorps ch14.18 aux patients atteints de neuroblastome, les 
effets secondaires les plus communs sont la douleur, la fièvre, l’urticaire, une arythmie 
cardiaque (tachycardie), une hyponatrémie (diminution du taux de sodium) et une 
hypokaliémie (diminution du taux de potassium). Les douleurs les plus courantes sont 
localisées généralement aux extrémités et à l’abdomen. Cette toxicité est contrôlable et 
réversible puisque la sévérité de la douleur dépend de la dose et du nombre 
d’administrations78.
  
15 
2.3 Interleukine-2 
 L’interleukine (IL)-2 est une glycoprotéine sécrétée de 15 kDa se liant à la surface de 
récepteur de certains leucocytes comprenant les sous-populations CD4
+
 et CD8
+
 des 
lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules Natural Killer (NK) ainsi que les monocytes et 
les thymocytes
89-91
. Cette molécule monomérique fait partie de la famille des cytokines de 
type I et possède une structure globale formée de quatre hélices alpha
91. L’IL-2 est impliquée 
dans le maintien de l’homéostasie immune, régule le développement, la survie ainsi que la 
fonction cellulaire. Cette molécule assure la stimulation de la croissance des lymphocytes T et 
détermine l’intensité et la durée de la réponse immunitaire innée et adaptative.  
Il a été démontré que 60% des cellules T CD4
+
 activées par l’IL-2 augmentent à leur 
surface l’expression de FasL, essentiel à la lyse de cellules cibles. L’IL-2 joue également un 
rôle dans la régulation négative du système immunitaire et prévient une réponse auto-
immunitaire. L’IL-2 lie son récepteur pour ensuite être consommée par la cellule suite à son 
internalisation. En absence d’une stimulation continue antigénique, les lymphocytes T activés 
entrent en apoptose causée par l’absence ou la réduction d’IL-2 dans l’environnement. L’IL-2 
induit le programme de mort cellulaire des cellules T activés par leur voie de signalisation 
Fas/FasL Ainsi, une délétion du gène IL-2 chez la souris cause une réponse auto-immune 
inflammatoire létale affectant de multiples organes
91
 et la délétion de la sous-unité γc du 
récepteur à l’IL-2 a des conséquences sévères sur le système immunitaire, puisque cette chaine 
est commune à plusieurs cytokines (c.-à-d., IL-2; IL-4; IL-7; IL-9; IL-15; IL-21). L’absence 
de la sous-unité γc affect le développement des lymphocytes T et B et rend impossible celui 
des cellules NK
91
. L’IL-2 a également la propriété d’induire le facteur de nécrose tumorale 
(TNF)-α, l’interféron (IFN)-α et le GM-CSF en plus d’augmenter l’activité cytolytique des 
différents sous-types de cellules NK
92
. 
Les effets de l’IL-2 sur les cellules immunitaires peuvent être utilisés lors du 
développement d’une immunothérapie contre le cancer. L’objectif de la thérapie à l’aide d’IL-
2 est 1) d’augmenter le nombre de cellules immunitaires par la stimulation de leur 
développement et de leur survie, ainsi que 2) d’activer leur cytotoxicité et/ou leur production 
de cytokines
79,93,94
. En 1992, la Food and drug administration (F.D.A.) a approuvé 
l’utilisation de l’IL-2 dans le traitement du cancer du rein. Des essais cliniques sont 
présentement en cours afin de traiter, entre autre, le cancer du sein, des ovaires, du foie, de la 
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prostate et des poumons. Des études réalisées sur des cellules tumorales ont permis de 
démontrer que l’activation des lymphocytes par l’IL-2 cause la lyse des cellules cibles autant 
in vitro qu’in vivo79,80. L’action lytique engendrée par le traitement à l’IL-2 est maintenant 
utilisée en combinaison avec des anticorps monoclonaux. Ainsi, la combinaison ch14.18 anti-
GD2 et IL-2 est employée en clinique et cause l’augmentation de la lyse des cellules tumorales 
et le déclenchement du phénomène lytique par ADCC
79,80. Des faibles doses d’IL-2 sont 
utilisées. Toutefois, plusieurs effets toxiques sont observés. La fièvre, des frissons, la diarrhée, 
la nausée, le vomissement, la confusion et la perte de poids font partie des effets secondaires 
mineurs. L’anémie, la thrombocytopénie (diminution du nombre de plaquettes dans le sang), 
la détresse respiratoire et le coma font partie des effets secondaires les plus sévères
79,80,91
.  
 
2.4 GM-CSF 
 Le GM-CSF est une molécule générant des colonies de macrophages et de 
granulocytes à partir de cellules souches
95
. Elle affecte la prolifération de plusieurs cellules 
myéloïdes telles que les monocytes
96-98
, les neutrophiles
99-101
, les éosinophiles
102
, ainsi que les 
cellules dendritiques
103,104
. Par ailleurs le nombre de cellules hématopoïétiques n’est pas 
affecté dans un modèle murin dont les cellules sont GM-CSF
-/-105
. Le GM-CSF est 
difficilement détectable dans le sérum humain hormis lors d’une infection (c.-à-d., En réponse 
à l’endotoxine – Lipopolysaccharide (LPS))106,107. Il est détectable au site 
d’inflammation96,98,108. Lors d’une interaction avec un agent infectieux tel le LPS, les 
monocytes induisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (c.-à-d., l’IL-1 et le TNF-α) 
dans l’environnement. Ces molécules activent les cellules avoisinantes qui à leur tour 
synthétisent le GM-CSF. Le GM-CSF stimule la prolifération, la survie, la différenciation et 
l’induction des fonctions effectrices des cellules énuméré ci-haut (activation d’une boucle 
paracrine)
95
. Cette molécule est sécrétée par plusieurs types cellulaires incluant les 
fibroblastes, les cellules du muscle lisse, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales 
des bronches.
98,109
. Le GM-CSF possède donc un rôle central dans l’activation locale, le 
recrutement et la survie des cellules immunitaires.  
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Le GM-CSF est actuellement utilisé afin de stimuler la protection de l’hôte envers les 
tumeurs grâce à sa réaction inflammatoire locale, permettant le recrutement des cellules 
présentatrices d’antigènes directement au niveau du site.  
Utilisé en combinaison avec l’anticorps monoclonal 3F8, le GM-CSF augmente 
l’efficacité thérapeutique en augmentant le nombre de cellules effectrices en circulation et en 
augmentant l’effet cytotoxique par ADCC des lymphocytes. L’utilisation du GM-CSF à des 
concentrations de 0.2 à 20ng/ml assure l’activation maximale du mécanisme lytique ADCC 
(augmentation de 93% à 267%) chez les cellules effectrices. Par ailleurs, l’ajout de GM-CSF 
au 3F8 permet d’en réduire la concentration de dix fois, sans pour autant altérer l’effet lytique 
obtenu par le traitement. Cependant, l’effet lytique n’est pas attribuable au GM-CSF seul. Sans 
la présence de granulocytes, la lyse des cellules de neuroblastome est indétectable. Le 
traitement est bien toléré par les enfants atteints de neuroblastome et aucune toxicité n’est 
observée au niveau du cœur, du foie et des reins. Les seuls effets secondaires observés sont 
des crises d’urticaire mineures, de la fièvre et de l’hypotension associée à l’infusion du 3F876.  
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Chapitre 3 : Problématique des neuroblastomes à haut 
risque 
 
Les traitements additionnels avec l’anticorps anti-tumoral monoclonal anti-GD2, l’IL-
2, le GM-CSF et l’acide 13-cis rétinoïque ont permis d’améliorer l’EFS et la survie, en 
général, à 66% pour les enfants qui répondent cliniquement à la chimiothérapie suivie d’une 
greffe
77
. Cependant, 40% des patients subiront une progression de la maladie ou une rechute. 
Ces neuroblastomes à haut risque réfractaires aux traitements sont causés en partie par la 
présence de cellules souches cancéreuses (CSC), aussi connues comme étant des cellules 
initiatrices de tumeur (TIC). La résistance aux traitements peut également être liée à la 
présence de cellules n’exprimant pas le marqueur GD2 et donc échappant à l’immunothérapie 
ciblée anti-GD2. 
 
3.1 Les cellules initiatrices de tumeur (TIC)  
Les cellules souches cancéreuses (CSC) ont des propriétés similaires réservées aux 
cellules souches saines puisqu’elles peuvent s’auto-régénérer et se différencier. Elles 
effectuent une division asymétrique en créant une nouvelle CSC et des cellules cancéreuses 
plus différenciées
110
. Deux hypothèses sont proposées afin de comprendre l’origine de ces 
CSC. Ces dernières peuvent être une cellule souche normale, mais plus susceptible à 
l’accumulation de mutations oncogéniques, ou une cellule différenciée ayant acquis les 
propriétés d’une CSC111. De plus, elles sont résistantes aux traitements standards de 
chimiothérapie et de radiothérapie causant ainsi la récurrence rapide de tumeurs
112-115
. Les 
CSC sont retrouvées dans divers types de cancers, tel que le cancer du cerveau
110,116
, du 
colon
117,118
, du pancréas
119,120
, des reins
121
, du foie
122
 et de la prostate
123,124
. La présence d’un 
ou de plusieurs marqueurs tels que CD24, CD44 et CD133 permet la détection des CSC.  
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3.2 Le récepteur CD133 
Le récepteur CD133 est une glycoprotéine à cinq domaines transmembranaires 
exprimée par les progéniteurs hématopoïétiques et par les cellules souches de la crête 
neurale
112,125
. Ce récepteur permet de distinguer les cellules souches et les cellules précurseurs. 
Le CD133 fait partie de la famille des Prominin-1 et est exprimé au niveau des cellules 
progénitrices endothéliales, des cellules souches hématopoïétiques et des cellules souches 
épithéliales de la prostate. La fonction biologique de la Prominin-1 n’est pas encore élucidée. 
La Prominin-1 pourrait toutefois jouer un rôle dans la régulation de la topologie 
membranaire
125
 puisqu’une délétion de Prominin-1 cause la dégénérescence de la rétine par 
l’altération des photorécepteurs de l’œil126.  
Le marqueur CD133 est utilisé afin d’isoler les cellules souches tumorales du cancer 
du pancréas
119
, du colon
117,118
 et des reins
121
. Pour les cancers de type cérébral, le marqueur 
CD133 est exprimé chez le médulloblastome
110
, le glioblastome
113,127,128
 et le 
neuroblastome
129
. Le marquage immunohistochimique d’échantillons de tumeurs solides de 
neuroblastomes et de ganglioblastomes prélevées sur 40 patients a permis de démontrer que 
les neuroblastomes à haut risque expriment plus fréquemment le CD133 à leur surface (57.9% 
pour le stades 3 et 4) comparativement aux stades 1 et 2 (30.7%) et le stade 4S (37.5%)
130
. De 
plus, la survie de ces patients est inversement corrélée avec l’expression du CD133. Les 
patients CD133
-
 survivent plus longtemps que les patients CD133
+ 130
. Une seconde étude plus 
poussée a été réalisée sur une cohorte plus imposante de 280 patients atteints de différents 
stades de neuroblastome. Le récepteur CD133 a été détecté sur 100 des 280 patients de 
l’étude. Le stade 4 représente à lui seul 84 des patients positifs au CD133 sur un total de 106 
(i.e., 79,2%). Ainsi, l’expression du CD133 est associée de façon significative à la diminution 
des chances de survie des patients
114
. 
 
3.3 Résistance aux traitements de chimiothérapie  
Les CSC possèdent une autre propriété associée aux cellules souches saines soit la 
propriété de quiescence et la résistance à des drogues multiples et aux toxines
131
. Les CSC ont 
la capacité de réparer l’ADN endommagé et expriment des transporteurs de drogues, de type 
ABC (ATP-binding cassette). Il a été démontré que l’inactivation de ces transporteurs 
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sensibilise les cellules aux drogues chimiothérapeutiques tels que la vinblastine, l’ivermectin, 
le topotecan et le mitoxantrone. Les cellules CD133
-
 expriment peu ou pas les gènes ABCC11 
et ABCC12 comparativement aux cellules CD133
+
. Ces gènes font partie de l’ATP-binding 
cassette de la sous famille C des membres 11 et 12, respectivement. Ils encodent les protéines 
qui assurent une résistance aux drogues
129
 ce qui causent la sensibilité accrue chez ces 
cellules.  
Les cellules TIC exprimant le CD133 à leur surface résistent aux traitements 
chimiothérapeutiques et ainsi induisent la croissance de la tumeur
112,114
. Ces cellules possèdent 
également des gènes et des protéines qui promeuvent la survie cellulaire et inhibent 
l’induction de l’apoptose, tels le CIRBP (Cold-inducible mRNA binding protein)132 et l’AKT 
(protein kinase B/AKT)
114,133,134. L’inhibition du gène CIRBP dans le cancer de la prostate 
réinstaure la sensibilité des cellules cancéreuses à la chimiothérapie
132
. Il en est de même pour 
l’altération de la voie AKT; l’inhibition de la voie AKT dans les cellules de neuroblastome 
CD133
+
 rend ces dernières sensibles aux traitements de chimiothérapie (doxorubicin, la 
vincristine et le cisplatin) à l’instar des cellules CD133-114. 
  
21 
Chapitre 4 : La reconstruction du système immunitaire 
 
Le traitement de chimiothérapie myéloablative emploie des doses qui ne sont pas 
tolérés par les cellules de la moelle osseuse du patient, ce qui déplète les cellules souches 
hématopoïétiques et les cellules du système immunitaire. Les cellules souches 
hématopoïétiques sont à l’origine de toutes les cellules sanguines, elles expriment le CD34 à 
leur surface et sont situées dans les niches de la moelle osseuse. Pour assurer la survie du 
patient, un nouveau système hématopoïétique doit être transplanté. La transplantation consiste 
en une infusion intraveineuse de cellules souches hématopoïétiques. Ces cellules sont obtenues 
à partir de trois sources distinctes : 1) les cellules souches présentes dans la moelle osseuse, 2) 
en circulation dans le sang périphérique
135
 ou 3) dans le sang de cordon ombilical
136-139
. Il est 
également possible d’isoler des cellules souches à partir du foie fœtal, mais cette pratique n’est 
utilisée qu’en de rares occasions. Les cellules souches peuvent être directement prélevées chez 
le patient ou sur son jumeau identique. Ces types de greffe portent respectivement les noms de 
greffe autologue et greffe syngénique. Une greffe est dite allogénique lorsque les cellules 
souches proviennent d’autre individu que le patient (un membre de la famille, un donneur 
anonyme ou une unité de sang de cordon).  
 
4.1 Les différences entre une greffe autologue et allogénique  
Lorsque la greffe est autologue, les cellules immunocompétentes présentes dans le 
greffon ne déclenchent pas la maladie du greffon contre l’hôte (GvHD), car les cellules font 
partie du Soi. Ainsi, l’utilisation d’immunosuppresseurs n’est pas requise dans ce type de 
greffe. Toutefois, ce type de greffe est associé à un risque accru de rechute, car la réaction 
immunitaire du greffon contre la tumeur est faible (effet GvT). Les cellules 
immunocompétentes du greffon ne s’activant pas contre les cellules tumorales.  
La greffe allogénique consiste en l’infusion de cellules souches d’un donneur autre que 
le patient lui-même. L’un des facteurs primordiaux dans ce type de traitement est la 
compatibilité entre le donneur et le receveur. La compatibilité est évaluée en fonction de 
l’expression des gènes HLA (antigènes de leucocytes humains), aussi connus sous le nom  de 
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complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Les cellules immunitaires expriment à leur 
surface le CMH de classe I qui permet la reconnaissance des cellules du Soi. Lorsque les 
gènes HLA du donneur sont identiques au receveur, les risques de rejet sont diminués
140,141
. 
Toutefois, il y a toujours un risque que les cellules immunocompétentes présentes dans le 
greffon déclenchent une GvHD
142
. Afin de réduire les de GvHD, la cyclosporine A et des 
corticoïdes sont administrés en prophylaxie au patient. Le méthotrexate et/ou de la 
cyclophosphamide peuvent également être utilisés
143-145
. 
Il est possible de balancer les effets recherchés afin de traiter le patient. Si la 
compatibilité HLA n’est pas parfait, les risques de rejet de greffe, ainsi que l’effet GvHD sont 
présents
140,141
, mais une légère différence au niveau du système immunitaire entre le receveur 
et le donneur cause le phénomène de greffon contre la tumeur (GvT). Cet effet GvT diminue 
les risques de rechute, puisque les cellules immunitaires présentes dans le greffon 
reconnaissent les cellules tumorales comme étant étrangères et cancéreuses.  
 
4.2 La greffe allogénique dans le traitement du neuroblastome  
Les patients atteints du neuroblastome reçoivent dans la plus part des cas une greffe 
autologue
146
. Toutefois, les risques de rechute et les cas de neuroblastome réfractaire sont 
fréquents. Plusieurs études ont été réalisées sur les possibilités d’effectuer des greffes de 
cellules souches hématopoïétiques allogéniques pour ce type de cancer. Lorsque le cancer 
persiste suite à une première transplantation autologue, le patient risque une rechute lors de la 
seconde greffe.  
L’effet GvT chez les enfants diagnostiqués avec un neuroblastome à haut risque n’a 
pas été rapporté avant les années 2000. Une première équipe a rapporté en 2003, le cas d’un 
jeune garçon de 4 ans atteint d’un neuroblastome de stade 4 qui ne démontrait aucun signe de 
rechute ou de GvHD chronique 4 ans après une première greffe autologue et une seconde 
greffe allogénique
147
. Un deuxième cas est rapporté en 2007 chez une jeune fille âgée de 10 
ans diagnostiquée pour un neuroblastome métastatique réfractaire combiné avec une leucémie 
myéloïde aigue (AML) secondaire
148
. Ainsi, 900 jours suivant la transplantation allogénique 
de moelle osseuse, l’enfant était en rémission totale avec seulement une GvHD cutanée 
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chronique. Ces deux cas démontrent le potentiel de l’effet du greffon contre le neuroblastome 
suite à une greffe allogénique de moelle osseuse
147,148
.  
L’accessibilité à un donneur de moelle osseuse compatible peut s’avérer problématique 
dans le cas de greffe allogénique. Afin d’éviter les complications, un donneur possèdant un 
match HLA parfaitement identique au patient est recherché. Le HLA de chaque membre de la 
famille est analysé. Si aucun n’est compatible, les donneurs n’ayant aucun lien familial avec le 
patient sont considérés. S’il est préférable d’obtenir un match HLA parfait, un simple 
mismatch peut également être considéré. Il a été démontré qu’il est possible d’obtenir dans 
99% des cas, un sang de cordon compatible pour le receveur en moins de 1 mois, 
comparativement à plus de 61 jours pour un donneur de moelle
149,150
.  
L’immaturité des cellules immunitaires présentes dans le sang de cordon permet 
d’accepter une plus grande disparité du HLA. Une concordance de 3 ou 4 sur 6 des différents 
HLA est suffisante pour effectuer une transplantation. Pour les greffes allogéniques provenant 
d’autres sources (sang périphérique enrichie de cellules souches ou moelle osseuse), une 
concordance de 7 sur 8 est nécessaire. Par ailleurs, l’immaturité des cellules du sang de cordon 
réduit la sévérité de la GvHD 
151-153
. Dans le cas du neuroblastome réfractaire, il est possible 
d’obtenir une prise de greffe après un régime de conditionnement intense (chimiothérapie 
suivit d’une greffe). Toutefois, la rechute des patients est imminente et ce, avant que l’effet 
GvT ne soit établi
149
. Ainsi, la greffe doit être effectuée au moment où le nombre de cellules 
tumorales est le plus réduit. Bien que les unités de sang de cordon contiennent de 10 à 100 fois 
moins de cellules nucléées comparativement à la moelle osseuse, la survie des patients après 5 
ans est similaire pour les cas de leucémie chez l’enfant (57.5% suite à une greffe de sang de 
cordon versus 62.1% pour une greffe de moelle osseuse)
154
.  
 
4.3 La reconstitution du système immunitaire après une greffe allogénique  
L’avènement de l’effet GvT suite à une greffe allogénique lors du traitement des 
cancers solides réfractaires a conduit à l’analyse de la reconstitution immunitaire à partir des 
cellules souches présentes dans le greffon. La reconstitution des principales populations du 
système immunitaire (les lymphocytes T et ses sous-populations de cellules CD4
+
 et CD8
+
, les 
lymphocytes B et les cellules NK) a déjà fait l’objet d’études comparatives entre la greffe de 
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sang de cordon à la greffe de moelle osseuse
154-158
. La reconstitution assure la réapparition de 
cellules B fonctionnelles, le développement de cellules T thymiques et périphériques. Elle 
permet également la restauration des cellules effectrices, telles que les cellules T cytotoxiques 
et les cellules NK. Finalement, elle réinstaure la présentation des antigènes et rebâtit le 
répertoire du système immunitaire
159
.  
Les lymphocytes B (CD19
+
) sont originaires de la moelle osseuse et expriment un 
récepteur à l’antigène spécifique sur leur membrane. À la suite de l’interaction avec leur 
antigène, les lymphocytes B se différentient en plasmocytes qui se spécialisent dans la 
sécrétion d’anticorps pour ensuite générer des cellules mémoires. Les lymphocytes T ont pour 
origine la moelle osseuse et maturent dans le thymus. Il existe plusieurs sous-populations bien 
distinctes de cellules T. Les sous-populations sont les cellules T CD8
+
 cytotoxiques et CD4
+
 
«helper». Les cellules T CD8
+
 assurent la lyse des cellules cibles et les lymphocytes T CD4
+
 
orientent la réponse immunitaire vers les voies TH1, TH2 ou TH17 en fonction des cytokines 
présentes dans leur environnement. Ces deux sous-populations cellulaires font partie du 
système immunitaire adaptatif. 
Les cellules NK participent à la fois au système immunitaire inné et adaptatif. Ce sont 
des lymphocytes cytotoxiques de type granulaire originaires de la moelle osseuse, mais 
n’exprimant aucun récepteur spécifique à l’antigène. La réaction cytolytique des cellules NK 
est dirigée contre les cellules tumorales, les cellules infectées ou altérées par un virus 
(diminution de l’expression du complexe majeur d’histocompatibilité). Les cellules NK 
possèdent deux sous-populations basées sur la densité du récepteur CD56 à la surface de la 
cellules : les cellules CD56
bright
 et les cellules CD56
dim 160
.  
La reconstitution immunitaire à la suite d’une greffe de sang de cordon ou de moelle 
osseuse est similaire
154,158,159
. Peu de lymphocytes B et T sont détectables après la greffe. Par 
contre, le nombre de cellules B CD19
+
 revient à la normale 3 mois après la greffe de sang de 
cordon, comparativement à 6 mois pour une greffe de moelle osseuse
154,156
. La reconstitution 
de la sous-population de lymphocytes T CD8
+
 est plus lente (médiane de 7.7 mois) que les 
lymphocytes T CD4
+ (médiane de 5.1 mois) lors d’une greffe de sang de cordon154,156. Lors 
d’une greffe de cellules souches provenant de la moelle osseuse, la vitesse de reconstitution 
est inversée (2.8 mois pour les cellules T CD8
+ 
versus 6 mois pour les cellules T CD4
+
)
154
. La 
population de lymphocytes T régulatrices (CD25
+ 
FOXP3
+ 
CD4
+
) revient à la normale après 1 
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mois pour ces deux types de greffe
155
. Les cellules NK sont les premières à atteindre ou même 
excéder les décomptes observés chez le groupe contrôle après seulement 1 mois
156,161-163
. Les 
cellules NK représentent près de 80% des lymphocytes du sang périphérique durant les 100 
premiers jours post-transplantation
158
. Les cellules NK CD56
bright
 prédominent et sont 
considérées comme les précurseurs des cellules NK CD56
dim164,165
. Elles possèdent un faible 
potentiel cytolytique, mais elles sécrètent une grande quantité de cytokines, tel que l’IFN-γ. La 
sous-population CD56
dim
 surexprime les récepteurs activateurs comparativement au contrôle 
sain, mais cette sous-population exprime FasL et produit normalement la perforine et le 
granzyme
155,157,158
. L’activité anti-tumorale et cytolytique des cellules NK n’est donc pas 
compromise ni altérée à la suite d’une greffe de cellules souches hématopoïétiques 
allogéniques. Avec une greffe de sang de cordon, la reconstitution des cellules NK est 
particulièrement riche en une sous-population aux propriétés anti-tumorales
155
. 
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Chapitre 5 : Les cellules Natural Killer 
 
5.1 L’origine des cellules Natural Killer  
 Les cellules NK ont d’abord été découvertes chez les rongeurs au début des années 
70
166-169. L’observation de la lyse sur des cellules tumorales murines par des cellules non 
phagocytiques mena à la caractérisation des cellules NK
166,167
. La cellule NK est définie 
fonctionnellement et histologiquement comme un large lymphocyte granulaire capable 
d’éliminer non-spécifiquement les cellules cibles, dont les molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) de classe I sont sous-exprimées à leur surface. Les termes 
« Natural » et « Killer » représentent à l’origine cette capacité naturelle de ces lymphocytes à 
tuer spontanément des cellules tumorales chez un animal non-immunisé. La cytotoxicité 
naturelle des cellules NK a été associée au mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendant de 
l’anticorps (ADCC)168,169. Toutefois, chez l’homme, la présence d’une sous-population de 
lymphocytes naturellement cytotoxiques a d’abord été interprétée comme un simple artéfact 
de laboratoire
170,171
. 
 
5.2 Le développement des cellules NK 
Les cellules NK humaines peuvent facilement être distinguées des autres cellules 
mononuclées du sang par une analyse phénotypique, car elles expriment l’antigène CD56 à 
leur surface
172,173
 et ne possèdent aucun des marqueurs conventionnels qui caractérisent les 
lymphocytes T (CD3) et B (CD19), ainsi que les monocytes (CD14). Elles sont donc définies 
comme étant CD56
+
CD3
-
CD19
-
CD14
- 165
.  
Il est possible de diviser les cellules NK en deux grandes sous-populations (c.-à-d., 
CD56
bright
 et CD56
dim
) en fonction de la densité du CD56 à leur surface
174
. La grande majorité 
des cellules CD56
bright
 sont retrouvées dans les tissus lymphoïdes secondaires (c.-à-d., 
ganglions et amygdales), tandis que plus de 90% des cellules CD56
dim
 sont isolées dans le 
sang et le foie
94,175
. Tout comme les autres leucocytes, les cellules NK dérivent des cellules 
progénitrices du système hématopoïétique, les cellules CD34
+
. Cependant, il est possible de 
générer des cellules CD56
bright
 uniquement à partir d’une sous-population de cellules souche 
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bien précise; la sous-population CD34
+
CD45RA
+
, qui représente seulement 1% de la 
population CD34
+
 dans la moelle osseuse et moins de 10% dans le sang
176
. Ainsi, des études 
sur le développement des cellules NK humaines suggèrent que la sous-population de cellules 
progénitrices hématopoïétiques CD34
+
CD45RA
+
 dérivée de la moelle osseuse et du sang 
périphérique entre dans les tissus lymphoïdes secondaires
176
. Dans ces organes, les 
progéniteurs des cellules NK sont activés afin de se différencier en cellules CD56
bright 
(c.-à-d., 
immatures), puis CD56
dim 
(c.-à-d., matures)
164,165
. Les cellules NK CD56
dim
 retournent dans la 
circulation sanguine, tandis qu’une partie des cellules CD56bright demeurent dans les organes 
lymphoïdes secondaires
94,175
. 
 
5.3 Caractérisation fonctionnelle des cellules NK dans le sang périphérique  
Les cellules NK représentent 5 à 15% des cellules mononuclées du sang périphérique 
humain
174,177
. La densité des CD56 et CD16 à la surface membranaire des cellules NK
177
, 
définissent deux populations de cellules NK avec des fonctions distinctes 
165,174
 (Figure 4) : la 
production de cytokines ou l’activité cytolytique. Ces fonctions ne sont pas mutuellement 
exclusives. Dans le sang périphérique humain, environ 90% des cellules NK sont caractérisées 
par les marqueurs CD3
-
CD56
dim
CD16
bright
 et ce sont les cellules possédant la plus grande 
activité cytolytique, tandis que 10% des cellules NK sont CD3
-
CD56
bright
CD16
nég/dim 
et ont des 
propriétés de cellules « helper » en raison de leur production de cytokines
165,177
. De plus, la 
morphologie cellulaire des deux sous-populations diffère : les cellules NK CD56
dim
CD16
bright 
sont plus larges et granulaires que les cellules CD56
bright
CD16
nég/dim 165,177
. 
Le CD56 est une glycoprotéine de 175 à 185 kDa associée à une molécule d’adhésion 
des cellules neurales. Le CD16, aussi nommé FcγRIII, est une glycoprotéine 
transmembranaire de la superfamille des Ig atteignant 50 à 70 kDa. Ce récepteur reconnait les 
fragments Fc des IgG et il est exprimé par les cellules NK, les monocytes et les neutrophiles.  
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Figure 4 – Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des deux sous-populations 
des cellules NK.  
Les cellules NK CD56
bright
CD16
nég/dim 
sont la principale source de cytokines 
immunorégulatrices, mais possèdent un faible potentiel cytotoxique. Elles expriment à leur 
surface des faibles niveaux de KIR, mais un fort niveau de CD94/NKG2A, contrairement aux 
cellules NK CD56
dim
CD16
bright 
dont les niveaux de KIR sont élevés à la surface cellulaire et le 
CD94/NKG2A est faiblement présent. Ces dernières produisent également des faibles niveaux 
de cytokines, mais ont un fort potentiel cytotoxique naturel et médient la lyse par ADCC. Le 
pouvoir cytotoxique de ces deux sous-populations de cellule NK contre les cellules tumorales 
est augmenté par l’IL-2 (Lymphokine activated killer cell – LAK). Cooper et al. Blood 2001174 
 
Il a été démontré par l’équipe de Cooper que les cellules NK CD56brightCD16nég/dim, 
contrairement aux CD56
dim
CD16
bright
, sont les principales productrices de cytokines et de 
chimiokines (c.-à-d.., l’IFN-γ, le TGF-β, l’IL-10 et le GM-CSF) en réponse à une 
stimulation
174
. La production de cytokines et la prolifération des cellules NK 
CD56
bright
CD16
nég/dim sont assurées par leur grande affinité pour l’IL-2 présente dans leur 
environnement
165,178. Toutefois, selon l’étude réalisée par De Maria, dans les 2 à 4 premières 
heures suivant une infection, l’IFN-γ est produite par la sous-population CD56dimCD16bright. 
Ce n’est seulement qu’après 16 heures de stimulation que les cellules NK 
CD56
bright
CD16
nég/dim
 prennent le relais et sécrètent l’IFN-γ179. Elles assurent une large 
production de molécules pro-inflammatoires ou immunosuppressives qui varient selon le type 
de la stimulation, de la virulence et de la durée de la stimulation
179
. 
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La fonction lytique naturelle contre les cellules cibles est majoritairement assurée par 
les cellules NK CD56
dim
CD16
britght 165
. Cependant, à la suite d’une activation in vitro par l’IL-
2, l’activité cytolytique est comparable pour les deux sous-populations de cellules NK165,178. 
La cytotoxicité des cellules NK est associée au mécanisme d’ADCC, par la liaison du CD16 
(FcγRIII) à l’anticorps lié à la surface de la cellule cible résultant d’une réponse immunitaire 
contre un antigène
180,181
. Puisque les cellules CD56
dim
 expriment plus fortement CD16, 
l’ADCC attendue est plus importante que pour les cellules CD56bright. Les cellules NK peuvent 
lyser les cellules cibles soit par la libération de leurs granules cytotoxiques contenant de la 
perforine et du granzyme
182
 soit par induction directe de l’apoptose médiée par TRAIL. Les 
différentes voies cytotoxiques seront décrites ultérieurement dans la section 5.5. Il a également 
été démontré que le CD16 favorise la mort cellulaire par la voie FasL
183
.  
Les cellules NK sont considérées comme des composantes à la fois du système 
immunitaire inné et adaptatif
184
. Les cellules NK combattent les infections bactériennes et 
virales et assurent l’immunosurveillance contre les tumeurs185-187. 
 
5.4 Activation ou inhibition des cellules NK - Les super-familles de récepteurs 
L’activation des fonctions cytotoxiques des cellules NK est régulée par la balance entre 
les différents signaux inhibiteurs et activateurs, ainsi qu’entre les molécules d’adhésion et de 
co-stimulation présentes à la surface membranaire des cellules NK. Elles sont activées par: la 
détection de protéines virales, la présence de protéines de stress à la surface cellulaire, la 
liaison avec une cellule dendritique activée ou par la présence de cytokines pro-inflammatoires 
dans l’environnement cellulaire. La reconnaissance de diverses composantes de 
microorganismes (motifs moléculaires associés aux pathogènes - PAMPs), par les récepteurs 
Toll-like (TLR) présents à la surface plasmique ou dans les phagolysosomes et les endosomes 
(TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) permettent d’augmenter la production d’IFN-γ, d’activer les 
cellules dendritiques immatures et de stimuler l’activité cytotoxique des cellules NK188-190. Les 
cellules NK sont régulées par deux groupes de récepteurs inhibiteurs et/ou activateurs 
subdivisés en trois super-familles (Tableau III et Tableau IV):  
1) les récepteurs de la superfamille des Ig (KIR)
191,192
;  
2) les récepteurs de la superfamille des Lectines de type-C (CD94/NKG2)
193,194
;  
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3) les récepteurs de cytotoxicité naturelle (c.-à-d., NCR : NKp30, NKp44 et NKp46)
195-
197
.  
Les groupes 1 et 2 sont impliqués dans la reconnaissance du CMH de classe I.  
 
Tableau III - Les différents récepteurs activateurs exprimés chez la cellule NK  
Récepteurs activateurs Ligands 
NKG2D 
MICA/B 
ULBP1, 2, 3 
Natural Cytotoxicity 
Receptors (NCR) 
NKp30 B7-H6 
NKp44 NKp44L 
NKp46 Héparine sulfate 
DNAM-1 PVR (CD155), Nectin-2 (CD112) 
FcyRIIIa (CD16a) Fragment Fc des anticorps 
 
Tableau IV - Les différents récepteurs inhibiteurs exprimés chez la cellule NK  
Récepteurs inhibiteurs Ligands (CMH de classe I) 
KIR2DL1 HLA-C groupe 2 
KIR2DL2/3 HLA-C groupe 1 
KIR3DL1 HLA-Bw4 
CD94/NKG2A HLA-E 
 
Les récepteurs Killer Immunoglobuline (Ig)-like (KIR) sont des glycoprotéines 
transmembranaires exprimées sur les cellules NK. Ils sont considérés comme la clé de la 
régulation des cellules NK puisqu’il existe des KIR inhibiteurs et des KIR activateurs. 
Lorsqu’ils se lient aux molécules de CMH de classe I, l’activité cytotoxique des cellules NK 
est inhibée (pour les récepteurs inhibiteurs). Une défaillance dans l’expression du CMH de 
classe I à la surface d’une cellule active les cellules NK exprimant le KIR correspondant. 
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Représentant une famille de gènes très polymorphiques, 15 gènes KIR sont répertoriés chez 
l’homme, dont deux pseudogènes. Les KIR sont différenciés en fonction de leur structure 
membranaire et leur nomenclature est basée sur le nombre de domaines (D) Ig-like dans la 
région extracellulaire, ainsi que la longueur de la chaine cytoplasmique. Il existe 11 KIR à 
deux domaines Ig-like et 4 KIR à trois domaines Ig-like. Les KIR à longue chaine 
cytoplasmique (L) sont considérés comme des récepteurs inhibiteurs (KIR2DL et KIR3DL) à 
l’exception du KIR2DL4191. KIR2DL4 est uniquement exprimé sur les cellules NK CD56bright 
et sa fonction est associée à l’activation de la production de cytokines plutôt qu’à l’activité 
cytotoxique des cellules effectrices. Les KIR à chaine courte (S) sont des récepteurs 
activateurs (KIR2DS et KIR3DS)
191
. Le déterminant de leur fonction respective est la 
présence de la séquence ITAM ou ITIM au niveau de leur queue cytoplasmique. Les 
récepteurs activateurs recrutent une molécule accessoire possèdent la séquence ITAM 
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif – DAP10; DAP12; CD3ζ), tandis que les 
récepteurs inhibiteurs possèdent la séquence ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition 
motif). La phosphorylation des tyrosines de l’ITAM permet l’activation du récepteur, 
contrairement à l’ITIM qui agit en signal inhibiteur lorsque ses tyrosines sont 
déphosphorylées
192
. Toutes les cellules NK expriment entre 2 et 9 récepteurs et au minimum 1 
récepteur KIR inhibiteur. Les KIR inhibiteurs ont une plus forte affinité avec leur ligand que 
les KIR activateurs, ce qui explique pourquoi leur effet prédomine sur celui des KIR 
activateurs.  
Un des membres de la superfamille des Lectines de type-C humain est le complexe de 
gènes des cellules NK, les récepteurs CD94/NKG2. Ils se retrouvent à la surface des cellules 
NK et sur quelques lymphocytes T
198-200
. Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance 
du CMH de classe I
201
. Le CD94 est codé par un seul gène, tandis qu’il existe 4 gènes codant 
pour les molécules NKG2 (NKG2A/B, NKG2C, NKG2E et NKG2D/F)
201,202
. La molécule 
CD94 joue le rôle de chaperon en permettant le transport de l’un des membres de la famille 
NKG2. L’hétérodimère CD94/NKG2A/B est un récepteur inhibiteur possédant la séquence 
ITIM
193,194
. Les récepteurs activateurs de la superfamille des Lectines de type-C regroupent 
l’hétérodimère CD94/NKG2C et CD94/NKG2E. La molécule NKG2D fait également partie 
des récepteurs activateurs
203
, mais contrairement aux autres complexes de gènes, elle ne forme 
pas de dimère avec le CD94
201
. Il a été démontré que le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A 
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possède une plus forte affinité que le récepteur activateur CD94/NKG2C pour le ligand HLA-
E.  
Les récepteurs assurant le déclenchement de la cytotoxicité, dite naturelle des cellules 
NK sont peu connus. Les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) ont pour caractéristiques 
1) d’être exprimés uniquement sur les cellules NK et 2) d’engager la voie cytotoxique des 
cellules à la suite à leur activation. 
Ce n’est qu’à la fin des années 90 que les trois premiers NCR ont été découverts. Le 
premier NCR fut identifié par l’équipe de Moretta en 1997195. Ayant un poids moléculaire de 
46 kDa, l’expression du NKp46 est restreinte aux cellules NK. Lorsque le NKp46 est activé, 
les cellules NK mobilisent leurs canaux calciques (qui jouent un rôle important dans les 
différentes voies cytotoxiques), initient l’activité cytolytique et déclenchent la production de 
cytokines. Toutefois, l’engagement et le recrutement de ces différentes voies effectrices ne 
sont possibles que si les signaux d’activation reçus par la cellule NK, surpassent les signaux 
inhibiteurs
195
. Il a été démontré que le blocage du récepteur NKp46 inhibe partiellement 
l’activité cytolytique des cellules NK. Ce résultat suggère la fonction de NKp46 est 
redondante et que ce dernier coopère avec un ou plusieurs autres NCR afin d’optimiser la 
réponse cytotoxique des cellules NK
195
.  
À l’instar de NKp46, le NCR NKp44 est uniquement exprimé à la surface 
membranaire des cellules NK. Cependant, NKp44 est restreint aux cellules NK activées. Il 
apparait progressivement lors de l’activation des cellules effectrices et assure l’effet 
cytotoxique. Lorsque des anticorps monoclonaux sont utilisés contre le NKp44, une inhibition 
partielle de l’activité cytotoxique est observée. Cependant, lorsque NKp44 et NKp46 sont 
bloqués simultanément, l’activité cytotoxique est inhibée de moitié. Ces deux molécules 
agissent en synergie dans le processus de lyse indépendamment du CMH
196
 et l’inhibition 
partielle de l’activité cytotoxique suggère l’existence d’un troisième NCR.  
En 1999, un troisième NCR a été identifié par l’équipe de Moretta197. Avec un poids 
moléculaire de 30 kDa, ce dernier est exprimé par tous les types de cellules NK qu’elles soient 
activées ou non, tout comme le NKp46. Le NKp30 coopère avec ses deux homologues (c.-à-
d., le NKp46 et/ou le NK44) et induit la cytotoxicité chez les cellules effectrices contre les 
cellules cibles. De plus, le NKp30 élimine des cellules cibles sur lesquelles, les deux autres 
récepteurs n’ont aucun effet significatif197. Tout comme les KIR activateurs, les trois NCR 
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recrutent une molécule accessoire possèdent un motif ITAM (DAP12) qui assure leur 
activation.  
Ainsi, la cytotoxicité des cellules NK est attribuable aux différents récepteurs 
activateurs présents à leur surface et appartenant aux trois super-familles de récepteurs. 
Toutefois, lorsque les récepteurs inhibiteurs reconnaissent et lient leurs ligands spécifiques (le 
CMH de classe I), les fonctions cytolytiques sont inhibées. Ce mécanisme d’inhibition 
prévient l’élimination des cellules saines, tout en assurant la reconnaissance des cellules dont 
le CMH de classe I est aberrant ou tout simplement absent à la suite d’une infection virale ou 
de la transformation cellulaire. Les cellules NK ont pour effet d’assurer une 
immunosurveillance contre les cellules tumorales et préviennent donc le développement des 
cancers.  
 
5.5 Les voies cytotoxiques 
 Lorsque les signaux activateurs surpassent les signaux inhibiteurs, les fonctions 
cytolytiques sont activées et conduisent à la mort de la cellule cible. Les cellules NK peuvent 
induire la mort des cellules cibles par deux principales voies cytotoxiques : 1) via l’induction 
de l’apoptose médiée par les récepteurs de mort de la cellule cible (FAS et DR4 et DR5) 
(Tableau V) et 2) via le relargage des granules cytotoxiques et la libération de perforine et de 
granzyme.  
 
5.5.1 Induction de l’apoptose de la cellule cible via les récepteurs de mort cellulaire 
Les cellules NK expriment à leur surface le FAS-L (CD178), une glycoprotéine 
homotrimérique transmembranaire membre de la famille des récepteurs du facteur de nécrose 
tumorale (TNF). FAS-L induit la trimérisation du récepteur de mort FAS (glycoprotéine 
monomérique transmembranaire - aussi connu sous Apo-1 et CD95) exprimé à la surface de 
certaines cellules cibles. Cette liaison FAS-FAS-L permet l’activation du domaine de mort 
(FADD, Fas-associated protein death domain) de la partie cytoplasmique de FAS. Ce 
complexe s’associe ensuite avec la forme inactivée de la caspase-8 (c.-à-d., procaspase-8) et 
assure son clivage amorçant la cascade protéolytique (c.-à-d., activation de la caspase-3) 
conduisant à l’apoptose de la cellule cible. Les cellules n’exprimant pas FAS ne peuvent 
déclencher la cascade protéolytique par l’activation de FAS-L présent sur les cellules NK. Le 
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blocage du récepteur FAS sur des cellules cibles diminue l’activité cytolytique des cellules 
NK, sans l’inhiber totalement.  
L’apoptose peut être induite par TRAIL, le ligand des récepteurs de mort DR4 et DR5. 
Membre de la superfamille du facteur de nécrose tumorale, TRAIL est exprimé à la membrane 
des cellules NK activées. La liaison de TRAIL à son récepteur présent sur la cellule cible soit 
TRAIL-R1 et TRAIL-R2 (aussi connu sous DR4 et DR5 respectivement) induit l’apoptose des 
cellules cibles par la cascade des caspases.  
 
Tableau V - Les différents ligands des récepteurs de mort exprimés sur les cellules NK et 
leurs récepteurs  
Ligands des récepteurs de mort cellulaire Récepteurs 
TRAIL DR4 – DR5 
FAS-L FAS 
 
5.5.2 Le relargage des granules cytotoxiques 
 La liaison de la cellule effectrice à la cellule cible permet la formation d’une synapse 
immunologique. Le relargage de protéines monomériques de 65 kDa, du nom de perforines, 
par exocytose des granules à la jonction formée entre les deux cellules assure la création de 
pores dans la membrane de la cellule cible. Le changement de conformation des perforines est 
dépendant du calcium (Ca
2+
). Les pores créés par les perforines jouent ainsi le rôle de porte 
d’entrée pour des sérines protéases, telles que les granzymes. Une fois dans le cytoplasme, les 
molécules de granzyme entament le clivage de la procaspase-8, ce qui enclenche la cascade de 
caspases aboutissant à l’apoptose de la cellule. Chez l’humain, huit granzymes sont à ce jour 
répertoriés. Les granzymes de type A et B sont les deux sérines protéases les mieux 
caractérisées. En utilisant des anticorps spécifiques aux granzymes, par coloration 
intracellulaire, l’équipe de Bratke a pu élucider les différentes composantes granulaires dans 
les sous-populations de cellules NK. Les cellules NK CD56
dim
CD16
bright
 expriment fortement 
les granzymes A et B contrairement aux CD56
bright
CD16
nég/dim
. La perforine et les granzymes 
agissent en synergie assurant un effet cytotoxique optimal, mais possèdent des rôles distincts 
dépendamment de la situation à laquelle le système fait face. Les souris « Knock-Out » pour la 
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perforine, tout comme les enfants avec une absence congénitale de perforine, ne peuvent 
survivre aux infections en raison d’un désordre hématologique (c.-à-d., hyper-inflammation du 
système causée par une production incontrôlée de cytokines pro-inflammatoires telles que 
l’IFN-γ et le TNF-α par les monocytes, les lymphocytes T et les cellules NK activées) 
contrairement aux souris déficientes pour les granzymes. L’activation de la voie de 
dégranulation est observable par l’expression du récepteur CD107a/b à la surface des cellules 
NK en réponse à un contact avec des cellules cibles.  
 
5.6 Régulation de la fonction effectrice  des cellules NK 
 La fonction des cellules NK est régulée par la présence dans l’environnement de 
cytokines (l’IL-2, l’IL-15 et les IFN de type I), mais également la présence de faibles quantités 
de cellules dendritiques.  
 
5.6.1 Les cytokines régulatrices de la fonction des cellules NK  
Comme il a été discuté au préalable au chapitre 2 (Section 2.3), l’IL-2 joue un rôle 
primordial dans la stimulation du système immunitaire. L’IL-2 stimule la prolifération et la 
survie des cellules NK et augmente leur activité cytotoxique. Les cellules NK CD56
bright
 et 
CD56
dim
 expriment le récepteur à l’IL-2 mais répondent différemment à l’IL-2. La population 
CD56
bright
 exprime le récepteur de haute affinité à l’IL-2 composé de la chaine IL-2Rα (chaine 
p55; CD25), IL-2Rβ (chaine p75, CD122) et de la chaine IL-2Rγ (chaine p64; CD132)204; 
l’IL-2 induit la prolifération et la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-
γ, par les cellules CD56bright. L’IL-2 induit également une transformation fonctionnelle de la 
population CD56
bright
 (augmentation de l’expression de leurs KIR, des NCR ainsi que le 
niveau de perforine
175
). Les cellules NK CD56
dim
 expriment seulement les chaines IL-2Rβ et 
IL-2Rγ du récepteur à l’IL-2 (récepteur d’affinité intermédiaire) et l’IL-2 induit une faible 
prolifération de cette population. Toutefois, l’activité cytotoxique des deux populations de 
cellules NK est augmentée par l’IL-2 à dose moyenne ou forte. Elle permet la maturation des 
cellules NK CD56
bright
 en amplifiant l’expression des récepteurs activateurs CD16, NKG2D et 
des NCR à la surface membranaire, ainsi que le niveau de perforine
94,165,175,178,205-209
.  
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Les cellules NK expriment le récepteur à l’IL-15 qui est composé des chaines  et  du 
récepteur à l’IL-2 et d’une chaine α spécifique à l’IL-15. Tout comme l’IL-2, l’IL-15 
augmente l’activité cytotoxique des cellules NK, mais stimule préférentiellement la 
prolifération des cellules NK CD56
bright
 
209
. L’IL-15 joue un rôle important dans l’homéostasie 
des cellules NK; elle assure la différenciation des cellules CD56
bright
 en cellules NK CD56
dim
. 
De plus, cette cytokine favorise la survie des cellules NK en augmentant l’expression des 
protéines membres de la famille du Bcl-2 (Bcl-xl), ce qui les protège de l’apoptose210.  
Les interférons de type I stimulent la prolifération des cellules NK, augmentent 
l’activité cytotoxique des cellules NK211,212, stimulent la production d’IL-15 (par les 
macrophages)
213,214
, augmentent le niveau d’expression de TRAIL et de FAS-L215, 216 et 
augmentent la dégranulation face aux cellules cibles 
217
. 
 
5.6.2 La régulation des fonctions des cellules NK par les cellules dendritiques 
En réponse à une infection virale ou bactérienne, les cellules dendritiques jouent un 
rôle important dans le déclenchement de la réponse immunitaire innée et adaptative par leur 
capacité à produire de nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que les interférons de 
type I ou le TNF-α. De plus, elles produisent des chemokines qui permettent le recrutement 
des cellules effectrices sur le site de l’infection (c.-à-d., RANTES, MIP-1β, CXCL10, IL-8) 
(Tableau VI)
218
. Les cellules NK sont sensibles aux chemokines et cytokines sécrétées par les 
cellules dendritiques. De façon réciproque, les cellules NK activées permettent la maturation 
des cellules dendritiques en cellules présentatrices d’antigène212. Les cellules dendritiques 
plasmacytoïdes (pDC) sont spécialisées dans la production de grandes quantités d’IFN de type 
I, en réponse à une stimulation virale. L’IFN-α produit et sécrété par les pDC activées 
augmente l’expression du marqueur CD69 à la surface des cellules NK. L’interaction entre les 
pDC et les cellules NK accentue la lyse des cellules cibles, assure la production d’IFN-γ par 
les cellules effectrices (c.-à-d., Les cellules NK) et augmente la production d’IFN-α des pDC. 
Une boucle d’activation est enclenchée, engage la maturation des pDC et permet le 
recrutement de cellules immunitaires au site d’intérêt. Par conséquent, les pDC représentent un 
outil de choix pour stimuler l’activité cytolytique des cellules NK.  
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Chapitre 6 : Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
 
6.1 Caractéristiques phénotypiques des cellules dendritiques plasmacytoïdes  
Paul Langerhans a fait la découverte de la première cellule dendritique dans les années 
1868. Leur morphologie cellulaire semblable aux dendrites observée sur les cellules nerveuses 
leur a valu l’attribution du nom de cellule dendritique. Par leur reconnaissance des pathogènes  
les cellules dendritiques jouent un rôle essentiel dans l’initiation des réponses  immunitaires 
innées et adaptatives.  
On distingue plusieurs populations de cellules dendritiques selon leurs molécules de 
surface et leurs fonctions respectives. Les cellules dendritiques myéloïdes (mDC) et les 
cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) sont les deux principales populations de cellules 
dendritiques circulant dans le sang périphérique. Les pDC représentent 0.01% à 0.08% des 
cellules mononuclées du sang périphérique. Ces cellules sont également présentes dans le foie, 
la moelle osseuse, les ganglions et les amygdales
219
. Elles expriment spécifiquement les 
marqueurs BDCA2
+
 (CD303) et BDCA4
+
 (CD304), ainsi que CD123 et HLA-DR. Les pDC 
expriment spécifiquement les récepteurs de type Toll-like, TLR7 et TLR9, dans leur 
compartiment endosomal
220
. En réponse à la stimulation des TLR par des ARN ou ADN 
viraux ou bactériens, les pDC produisent de grandes quantités d’IFN de type I, ainsi que du 
TNF-α et des chemokines qui recrutent et activent les effecteurs de la réponse immunitaire 
(Tableau VI)
221
. Les pDC produisent de 100 à 1000 fois plus d’IFN de type I222, que tous les 
autres types cellulaires, incluant les cellules NK, ainsi que les lymphocytes T et B. Les 
composantes virales sont détectées par les TLR endosomaux (TLR-7 et TLR-9) qui 
déclenchent une cascade moléculaire conduisant à la production d’IFN de type I (IFN-α); ceci 
enclenche la maturation des pDC en cellules présentatrices d’antigènes. On retrouve les pDC 
dans le sang, les ganglions, les poumons, la rate et la peau. 
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Tableau VI –  Molécules produites et sécrétées par les pDC suite à l’exposition à un virus 
ou à un agent agoniste synthétique 
Molécules sécrétées par les pDC 
Interférons : 
IFN-α 
IFN-β 
IFN-κ 
IFN-λ 
IFN-ω 
 
Chemokines : 
CXCL10 
MCP-1 (CCL2) 
MIP-1α (CCL3) 
MIP-1β (CCL4) 
RANTES (CCL5) 
IL-8 
 
Cytokines pro-inflammatoires : 
IL-6 
TNF-α 
 
Autres : 
HMGB-1 
Osteopontin 
HBD-1 
 
6.2 L’origine des cellules dendritiques plasmacytoïdes  
Les pDC se développent à partir des précurseurs d’origine lymphoïde et myéloïde 
présents dans la moelle osseuse; les pDC sont majoritairement considérés comme étant des 
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cellules d’origine lymphoïde puisqu’elles expriment des marqueurs associées aux lymphocytes 
T et B immatures (T-cell receptor alpha et lambda 5)
223
. Plusieurs cytokines contribuent à leur 
croissance et à leur différenciation dont le facteur de croissance Flt-3L
224-226
. Trois stades de 
différenciation ont été caractérisés dans la moelle osseuse; le stade I est caractérisé par un 
phénotype CD34
++
CD45
+/++
 représentant les précurseurs des pDC (pré-pDC) les plus 
immatures; le stade II est une sous-population considérée comme intermédiaire au niveau de la 
maturité avec un phénotype CD34
+
CD45
+/++
; au stade III, le pré-pDC les plus matures
 
sont 
CD34
-
CD45
++68,227
. De plus, au cours de la maturation des pDC, l’expression des 
glycoprotéines transmembranaires spécifiques des pDC, BDCA-2 et BDCA-4, augmente 
graduellement
227
. Les pDC acquièrent graduellement leurs fonctions au cours de leur 
maturation. Les cellules du stade I ont une grande capacité d’endocytose, mais ce n’est qu’à 
partir du  stade III que les cellules ont la capacité de produire de l’IFN-α en réponse à une 
stimulation
227
.  
 
6.3 L’activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes   
Les pDC reconnaissent les séquences moléculaires associées aux pathogènes (PAMP-
pathogen-associated molecular pattern) grâce à des récepteurs membranaires et 
cytoplasmiques spécifiques. Les récepteurs de type Toll-like (TLR) sont des récepteurs 
membranaires qui possèdent une région extracellulaire comprenant plusieurs répétitions riches 
en leucine (c.-à-d., LRR) où s’effectue la liaison du ligand. Les pDC expriment 
spécifiquement les TLR-7 et -9, localisés dans les endosomes. Le TLR-7 a pour ligand l’ARN 
viral simple brin, tandis que le TLR-9 reconnait les séquences dinucléotides non-méthylées 
CpG associées à l’ADN bactérien et viral. Au niveau cytoplasmique, les pDC expriment des 
récepteurs de type NLR (NOD-like) et RIG-1 like helicase qui reconnaissent les ARN viraux 
double brin. 
Les pDC expriment de façon constitutive le facteur de transcription IRF-7 (interferon-
regulatory transcription factor-7). La voie de signalisation des TLR aboutit à la 
phosphorylation et l’activation de ce facteur de transcription qui est responsable de la 
production rapide et en grande quantité d’IFN de type I par les pDC. De plus, la présence de 
récepteurs à l’IFN sur les pDC est à l’origine d’une boucle autocrine qui amplifie la sécrétion 
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d’IFN de type I. L’activation des TLR induit également l’activation du facteur de transcription 
NF-B qui induit la production de l’IL-6, de l’IL-8 et du TNF-α. 
Les pDC produisent de grandes quantités de cytokines dans les premières 24 heures 
suivant leur activation, puis, elles se différencient en cellules présentatrices d’antigènes 
(CPA).  
 
6.4 La maturation en cellules présentatrices d’antigènes  
Le changement conformationnel et fonctionnel des pDC est dû à une stimulation 
autocrine; les cytokines produites en réponse à l’activation des TLR induisent la 
différenciation des pDC en CPA. Normalement, une pDC non-stimulée possède d’un 
réticulum endoplasmique volumineux, et a une conformation structurelle ronde et lisse comme 
un lymphocyte, tout en étant plus large que ce dernier. En réponse à une stimulation, la 
morphologie cellulaire change et les cellules acquièrent des dendrites. De plus, la maturation 
des pDC en CPA est caractérisée par une augmentation de l’expression des molécules de co-
stimulation des cellules T soit le CD40, le CD54 (ICAM-1), le CD80, le CD86 et HLA-DR
228
.  
De ce fait, les pDC ont la capacité d’initier et de réguler la réponse anti-virale des 
lymphocytes T. Une déplétion des pDC affecte le délai de recrutement des lymphocytes T au 
site de l’infection229. Les molécules de co-stimulation (CD54, CD80 et CD86) jouent un rôle 
majeur dans l’activation des cellules T. L’augmentation du CD54 à la surface des pDC 
activées permet la formation de synapses immunologiques à la suite de la liaison de cette 
molécule aux récepteurs de co-stimulation LFA-1 présents sur les cellules T. Ce contact 
physique entre les deux cellules assure une activation optimale des cellules T
230-233
. De plus, 
une étude menée sur un modèle murin a démontré qu’une déficience au niveau de cette 
synapse immune ne peut activer les lymphocytes T et qu’une augmentation du nombre 
d’antigènes présentés à la surface cellulaire par le HLA-DR au niveau de la cellule 
présentatrice d’antigène ne peut compenser l’activation du lymphocyte234. Le résultat est le 
même lorsque l’on diminue à la surface de la CPA, le niveau de CD80 et de CD86235. 
Les pDC matures, tout comme les autres cellules dendritiques, ont la capacité de 
présenter des antigènes à leur surface. Elles induisent des réponses de type TH1 ou TH2 selon 
leur état de stimulation et le contexte environnant. De plus, il a été récemment démontré que 
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les pDC ont la capacité de cross-présenter des antigènes viraux pour initier une réponse 
spécifique des lymphocytes T CD8
228,236,237
. 
 Les pDC ont un rôle déterminant à la fois dans le système immunitaire inné et 
adaptatif. La stimulation des TLR endogènes des pDC permet la production de quantité 
importante d’IFN de type I (IFN-α), mais également de cytokines pro-inflammatoires (c.-à-d., 
TNF-α; IL-6) et des chemokines inflammatoires (c.-à-d., CCL3; CCL4; CXCL10)219. En 
réponse à une stimulation autocrine à l’IFN-α, les pDC produisent spécifiquement les 
chemokines CXCL10 et CCL2. Ces chemoattractants assurent le recrutement des leucocytes 
directement au site d’infection. Les cellules NK répondent principalement au CCL4 et les 
lymphocytes T activés au CXCL10
219
. L’interaction entre les pDC et les cellules NK 
augmente l’activité cytotoxique des cellules NK, essentielle à la lyse des cellules cibles et 
assure la maturation des pDC dû à l’enclenchement d’une boucle d’activation par l’IFN-α. La 
maturation des pDC en cellules présentatrices d’antigènes permet le recrutement des cellules 
immunitaires à la source tumorale.  
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Chapitre 7 : Sensibilité des cellules de neuroblastome face 
aux cellules NK 
 
Le taux de survie des enfants atteints de neuroblastome à haut risque est d’environ 66% 
après un traitement très agressif
77
. Le protocole thérapeutique actuel inclut de la 
chimiothérapie, de la radiothérapie, une greffe de cellules souches hématopoïétiques et une 
immunothérapie à base d’anticorps monoclonal anti-GD2. Malgré tout, environ un tiers des 
patients rechutent, ce qui indique que des cellules tumorales échappent à ces traitements. De 
nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc nécessaires par les enfants qui ont une maladie 
réfractaire à ces traitements.  
Les cellules NK ont le potentiel de reconnaitre et d’éliminer les cellules tumorales. Ces 
caractéristiques fonctionnelles leur permettent de jouer un rôle déterminant dans le traitement 
contre les cancers. C’est pourquoi, de nombreuses études s’intéressent à l’immunothérapie 
basée sur les cellules NK pour vaincre le cancer.  
L’équipe de Main238, au milieu des années 80, fut la première à soulever l’hypothèse 
que le neuroblastome chez l’homme pourrait être susceptible à une activité cytolytique médiée 
par les cellules NK. Un fait connu à cette époque était le faible niveau d’expression de HLA 
de type I à la surface membranaire des cellules de neuroblastome faisant d’elles une cible de 
choix pour les cellules NK mais une cible réfractaire à la lyse par les lymphocytes T 
cytotoxiques
238
.  
En 1989, l’équipe d’Alvarado a étudié l’effet des cellules NK chez trois groupes de 
patients âgés de 11 mois à 18 ans atteints de diverses tumeurs solides, incluant le 
neuroblastome, le rhadomyosarcome, le sarcome ostéogénique, le rétinoblastome, la tumeur de 
Wilm, le neurofibrosarcome, le sarcome d’Ewing et le mélanome. Cette étude confirmait la 
susceptibilité du neuroblastome à la lyse par les cellules NK et le potentiel thérapeutique de 
ces effecteurs à la suite de leur stimulation par des cytokines, comme l’IFN-α et l’IL-2239. Une 
autre étude, réalisée par l’équipe de Rossi en 1994, a confirmé que les cellules de 
neuroblastome sont sensibles à la lyse médiée par les cellules NK activées par des cytokines 
(IL-2 et IL-12)
240
.   
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En 2004, Castriconi et son équipe ont évalué la sensibilité à la lyse médiée par les 
cellules NK des cellules de neuroblastome fraichement isolées comparativement à des lignées 
cellulaires de neuroblastome (c.-à-d., HTLA230, GI-LI-N, SH-SYS4). Les cellules tumorales 
provenaient de 8 enfants avec un diagnostic de neuroblastome de stade IV, purifiées à partir 
d’un prélèvement de moelle osseuse. Les résultats obtenus montrent que la sensibilité à la lyse 
par les cellules NK des tumeurs de patients est variable et plus faible que celle des lignées 
cellulaires. Ils ont de plus établi le rôle important des NCR tels le NKp46 et le NKp30 dans la 
lyse des cellules de neuroblastome par les cellules NK
186
.  
Finalement, il a été démontré que plusieurs lignées cellulaires de neuroblastome sont 
insensibles à la lyse induite par le TRAIL sous forme soluble
241-243
. Cependant, en 2013 
l’équipe de Sheard a établi que les cellules de neuroblastome sont sensibles à la lyse induite 
par TRAIL lorsque ce ligand est membranaire et exprimé sur les cellules NK activées par l’IL-
2 et l’IL-15. Les cellules de neuroblastome expriment à leur surface les récepteurs de mort 
TRAIL-R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DR5) qui, lorsqu’ils sont activés, induisent l’apoptose de la 
cellule. Cette étude démontrait que les voies apoptotiques induite par TRAIL et par la 
dégranulation jouent un rôle important dans l’élimination des cellules de neuroblastome par 
les cellules NK activées
244
. 
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Hypothèse 
Nous posons l’hypothèse que l’effet cytolytique des cellules NK vis-à-vis des cellules 
de neuroblastome (NB) peut être augmenté par la stimulation des cellules NK par l’IFN-α ou 
par des cellules dendritiques plasmacytoïdes activées. L’activation des cellules NK permettrait 
d’éliminer les TIC et, par conséquent, de réduire les risques de rechute tumorale. 
 
Objectifs 
Nous proposons de tester in vitro l’augmentation de l’activité anti-tumorale des 
cellules NK en réponse à leur activation par des cellules dendritiques plasmacytoïdes 
stimulées par un ligand du TLR-9. 
 Nous comparerons l’activité cytotoxique des cellules NK vis-à-vis les cellules de 
neuroblastome en l’absence de stimulation, à la suite de leur co-culture avec des cellules 
dendritiques activées, de leur stimulation par l’IFN- et en présence d’anticorps anti-GD2 
(ADCC). Ces résultats nous permettront de déterminer la meilleure approche thérapeutique 
permettant d’éradiquer les cellules de neuroblastome, et en particulier les TIC. Ces résultats 
serviront de base pour l’élaboration de futurs essais cliniques visant à réduire les risques de 
rechute pour les enfants atteints de neuroblastome à haut risque.  
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Matériels et Méthodes 
La section Matériels et Méthodes est incluse dans l’article.  
 
Afin de finaliser la publication, une expérience consistant à bloquer l’IFN de type I sur 
les pDC mis en co-culture avec les cellules NK est en cours. Les tests statistiques seront 
ensuite appliqués (c.-à-d., Friedman's test with Dunn's post-test). 
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Résultats 
La section Résultats est incluse dans l’article 
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ABSTRACT 
Neuroblastoma (NB) is the second most frequent pediatric cancer after cerebral tumors. 
Despite recent advances in targeted anti-disialoganglioside (GD2) immunotherapy, about one 
third of patients with high risk NB still undergo disease progression or relapse. Therapeutic 
failure has been associated with the presence of NB tumor initiating cells (TIC) as well as 
GD2 negative cells. Therefore, novel therapeutic strategies need to be highly efficient to 
eradicate both TIC and GD2 negative NB tumor cells. Harnessing the anti-tumor activity of 
natural killer (NK) cells against tumor cells is a promising therapeutic avenue that has been 
first discovered to treat hematological cancers, but that also could be exploited to fight solid 
tumors. Here we reveal that NB cells, including TIC (CD133+ cells) and GD2-negative cells, 
are highly sensitive to activated NK cell-mediated lysis. Maximal anti-NB activity was 
obtained following co-culture of peripheral blood NK cells with Toll-like receptor-activated 
plasmacytoid dendritic cells (pDC). Following activation by pDC, NK cells acquired a unique 
phenotype and killing properties that are not reproduced by cytokine stimulation alone. In 
addition, we determined that multiple pathways are involved in NB lysis, including TRAIL 
mediated apoptosis of targets and release of cytolytic granules via DNAM-1-mediated NK cell 
activation. Importantly, we observed an additive effect between anti-GD2 antibody-dependent 
cytotoxicity and pDC-activated NK cell cytotoxicity against NB cell lines. Our results, 
therefore, demonstrate that pDC-mediated NK cell activation can complement anti-GD2 
immunotherapy and overcome the resistance of GD2-negative cells. We propose that the 
future success of immunotherapy for NB should involve the combination of treatment 
strategies in a minimal residual disease setting. 
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INTRODUCTION 
Neuroblastoma (NB), a tumor of the autonomic nervous system, is the most frequent 
extracranial pediatric solid tumor, occurring mostly in children before 5 years of age1,2. 
Seventy five percent of NB patients older than one year of age present a high-risk metastatic 
disease3 and despite multimodality therapy, the overall survival at 2 years is only 66%4-7. 
Therefore, one third of patients with high-risk NB present a relapsed or refractory NB and all 
of them die from their disease. The therapeutic challenges to cure these patients are the 
eradication of disialoganglioside (GD2) negative tumor cells that escape current 
immunotherapy regimen and the elimination of tumor initiating cells (TIC) that are resistant to 
chemotherapy and responsible for tumor relapse. 
The treatment of NB is based on whether the tumor is low, intermediate or high-risk 
according to the Children Oncology Group’s risk-group assignment. For high-risk NB, 
aggressive therapeutic regimen includes chemotherapy, surgery, external beam radiotherapy, 
myeloablative chemotherapy followed by autologous hematopoietic stem cell transplantation 
(HSCT) and differentiation therapy with 13-cis-retinoic acid. Recently, immunotherapy using 
specific anti-GD2 monoclonal antibody (mAb), granulocyte/monocyte-colony stimulating 
factor (GM-CSF) and interleukin-2 (IL-2) post autologous HSCT improved the survival of 
high-risk NB patients (66% vs 46% overall survival at 2 years)7. It has been shown that the 
efficacy of anti-GD2 immunotherapy depends on complement activation and antibody-
mediated cellular cytotoxicity (ADCC) by innate immune cells, primarily natural killers (NK) 
cells8,9. The major role of NK cells in NB eradication has been demonstrated both in vitro and 
in mouse models of NB10-14. However, NK cell activation by cytokines or monoclonal 
antibodies against NB surface antigens were required for NK-cell mediated cytotoxicity 
against NB tumors. Indeed, the clinical response to anti-GD2 mAb immunotherapy has been 
recently associated with the presence of a self Killer Immunoglobulin Like Receptors (KIR)-
ligand mismatch, demonstrated the role of NK cells in this clinical response15. Nonetheless, 
about 33% of high risk NB patients relapse following anti-GD2 immunotherapy revealing the 
limits of single-target immunotherapeutic approaches. Our recent study of GD2-expression on 
NB tumors indicated that NB relapse is associated with a low percentage of GD2 positive cells 
within the primary tumor16 (manuscript submitted). Therefore, new therapeutic approaches 
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have to be developed to eradicate GD2-negative tumor cells that escape current 
immunotherapeutic regimen.  
Another therapeutic challenge in NB is the eradication of TIC to prevent tumor relapse. 
The presence of TIC within the NB has been associated with poor prognosis, metastasis and 
relapse17-19. TIC possess functional characteristics of stem cells, such as self-renewal, the 
ability to differentiate into multiple cell types and spread into multiple metastasis, as well as 
resistance to chemotherapy20-26. TIC are positive for CD133 marker and present different 
genotyping characteristics as compared to CD133- NB cells27-29. Nonetheless, Castriconi et al. 
have shown that CD133+ TIC are as sensitive as CD133 negative cells to activated NK cell-
mediated cytotoxicity30. Therefore, NK cell based immunotherapeutic approaches might be 
efficient to kill both differentiated and TIC NB cells upon appropriate activation. 
The anti-tumoral activity of NK cells is increased in the presence of cytokines such as 
interferon alpha (IFN-α), IL-2 and IL-15, but also in the presence of low amounts of activated 
dendritic cells31. In particular, the high amounts of type I IFN produced by plasmacytoid 
dendritic cells (pDC) make them an attractive tool to initiate NK cell responses against cancer 
cells32,33. pDC specifically express Toll-like receptors (TLR)-7 and 9 and respond to TLR 
stimulation by secreting chemokines and cytokines that orchestrate both innate and adaptive 
immune responses31,32. Several TLR-9 ligands have been developed for immune stimulation 
against a variety of cancers and are presently tested clinically34. Infusion of activated pDC has 
also been tested in melanoma patients and demonstrated that activated pDC were able to 
induce specific T-cell responses35. However, the therapeutic potential of pDC to induce anti-
tumor NK cell responses remains to be explored.  
In this study, we explored NK cell cytotoxicity against NB tumor cells following NK 
cell stimulation by TLR9-activated-pDC or IFN- and compared this killing activity with 
ADCC mediated by NK cells in presence of anti-GD2 mAb. Cytotoxic assays were performed 
against NB cells expressing different levels of GD2 and CD133 antigens. We also explored 
the involvement in NK cell lysis of NB tumors of several cytotoxic mechanisms including 
TRAIL mediated apoptosis as well as cytotoxic granule release via activating-NK cell receptor 
binding.   
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MATERIALS AND METHODS 
NB cell lines 
NB cell lines SJNB-7 was a gift from Dr. Daniel Sinnett, SK-N-AS and SK-N-DZ 
were supplied by Dr. Herve Sartelet. SJNB-7 cells were derived from a primary adrenal gland 
tumor while SK-N-AS and SK-N-DZ cell lines were derived from bone marrow metastasis of 
children with high-risk NB. All cell lines were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) (Wisent Bioproduct, St-Bruno, QC) supplemented with 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC) and 1% antibiotic-antimycotic solution 
(Invitrogen, Burlington, ON) and in a humidified atmosphere (5% CO2) at 37 degrees Celsius. 
Passages were performed when confluency reached 80-90%. 
 
Peripheral blood NK cell and pDC isolation 
NK cells and pDCs were isolated from peripheral blood samples from healthy adult 
volunteers. Blood samples were collected in sodium heparinized tubes (BD Biosciences, 
Mississauga, ON). Written informed consent was obtained for all participants in accordance 
with the Declaration of Helsinki after CHU Sainte Justine's institutional review board 
approval. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by gradient 
centrifugation (Ficoll-Paque Plus, GE Health Care Life Sciences, Pittsburgh, PA). NK cells 
and pDC were isolated by negative magnetic selection (StemCell Technologies, Vancouver, 
BC), in accordance with the manufacturer's instructions. The purity of the enriched 
populations was assessed by flow cytometry and was always above 90%.  
 
NK cell stimulation  
Purified NK cells were cultured in RPMI-1640 (Invitrogen, Burlington, ON) 
supplemented with 10% FBS, at a concentration of 1x106 cells/mL, in 96-well round bottom 
plates for 18-24 hours. NK cells were either unstimulated or stimulated by IL-15 (20ng/mL) 
(Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA), IFN-α (1000 IU/mL) (Merck, Kirkland, QC) or IL-2 (20 
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IU/mL) (Novartis Pharmaceuticals Canada, Dorval, QC). For NK/pDC co-cultures, purified 
NK cells and pDCs were mixed in a ratio of 10:1 and CpG oligodeoxynucleotides (10g/mL) 
(ODN 2216, InvivoGen, San Diego, CA) was added. For transwells experiments, NK/pDC co-
cultures were performed in 24-well plates using ThinCert insert (Greiner Bio-One, Germany) 
with 0.4m pore size. For IFN- blocking experiments, non-specific binding on NK cells was 
first blocked by adding 2 g of mouse IgG2a followed by the addition of mouse anti-human 
IFN-α/β Receptor chain 2 (20g/mL) (PBL Assay Science, Piscataway, NJ) into pDC/NK cell 
co-cultures.  
 
NK cell-mediated cytotoxicity assays 
NK cell-mediated cytotoxicity assays were performed by flow cytometry as described 
previously16. Briefly, NB cell lines were labeled with CFSE, 10,000 labeled cells were plated 
per well in 96-well flat bottom plates and, then, incubated overnight to allow cells to adhere. 
For ADCC experiments, anti-GD2 ch14.18 chimeric monoclonal antibody (1g/mL) (National 
Cancer Institute) was added to NB target cells for 30 minutes before the cytotoxic assay. 
Unstimulated and activated NK cells were incubated with target NB cells at different 
effector:target (E:T) ratios (1:1; 2.5:1; 5:1; 10:1) in triplicate. After a brief centrifugation to 
ensure contact between effector and tumor cells, cells were incubated at 37°C for 3 hours. NB 
cells were then trypsinized and collected; Countbright counting beads and propidium iodide 
(Invitrogen, Burlington, ON) were added to each sample; viable NB cells were counted by 
flow cytometry on a BD Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA). For SK-N-DZ cell line, 
staining with an anti-CD133 conjugated mAb (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) was performed 
before the acquisition. Data analyses were performed using the FlowJo program (Tree Star, 
Ashland, OR). The percentages of specific cell lysis were calculated using the following 
formula:  
[(Absolute No. of CFSE+ PI- cells in control - Absolute No. of CFSE+ PI- cells in sample)/ 
(Absolute No. of CFSE+ PI- cells in control)] X 100 = % of lysis 
For blocking experiments using mAb against TRAIL, DNAM1 and NKGD2, non-
specific binding on NK cells was first blocked by adding 2 g of mouse isotype-matched IgG 
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for 10 min at room temperature, followed by the addition of 20 g/mL of specific anti-human 
TRAIL, DNAM-1 (BD Biosciences, Mississauga, ON) or NKG2D (a gift from Amgen, 
Mississauga, ON) mAbs for 30 min at room temperature before performing cytotoxic assays.  
 
Phenotype analysis of NB cell lines and activated NK cells 
The phenotype of SJNB-7, SK-N-AS and SK-N-DZ cell lines was assessed by flow 
cytometry using the following markers: HLA-ABC-PE (BD Biosciences, San Jose, CA), 
TRAIL-R1 (DR4, CD261)-APC, TRAIL-R2 (DR5, CD262)-PE (BioLegend, San Diego, CA), 
CD95 (Fas/Apo-1)-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA) and CD178 (FasL, CD95L)-PE 
(Caltag, Burlington, ON). Dead cells were excluded by 7-AAD staining (BD Pharmingen, 
Missisauga, ON).  
Following overnight stimulation, NK cells were stained with the following antibodies: 
CD69-FITC, CD95 (FAS)-FITC, CD16-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA), CD56-FITC, 
CD336 (NKp44)-PE (BioLegend, San Diego, CA), CD253 (TRAIL)-PE, CD178 (FasL)-PE, 
CD314 (NKG2D)-PE, CD16-PE/Cy7 (BD Biosciences, San Jose, CA), CD56-APC, CD335 
(NKp46)-Brilliant Violet 421, CD337 (NKp30)-Alexa Fluor 647 (BioLegend, San Diego, 
CA), and dead cells were excluded using 7-AAD staining. For perforin and granzyme 
intracellular staining, NK cells were first stained with the CD56-APC antibody, then fixed and 
permeabilized with Cytoperm/Cytofix (BD Biosciences, San Jose, CA). Perforin-FITC and 
Granzyme B-PE antibodies (BD Biosciences, San Jose, CA) were then incubated according to 
manufacturer's instructions. All acquisitions were performed on a FACS Fortessa and data 
analysis was performed using the FlowJo program. 
 
NK cell-degranulation assay 
Degranulation assays were performed as previously described36. Briefly, activated NK 
cells and target cells were mixed in a 1:1 ratio in the presence of CD107a-PE antibody (BD 
Biosciences, San Jose, CA) and incubated for 1h at 37°C; then, GolgiStop (BD Biosciences, 
San Jose, CA) was added at a final concentration of 6g/mL and incubated for an additional 4 
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hours at 37°C. When required, NB target cells were first incubated with ch14.18 anti-GD2 
mAb (1g/ml) before the co-culture with NK cells. Surface expression of CD107a expression 
on NK cells was then assessed after staining with CD56-APC antibody and dead cells were 
excluded using 7-AAD. NK cells were then analyzed by flow cytometry. 
 
Statistical analysis 
Data were compared using the Friedman's test with Dunn's post-test. A value of p<0.05 
was considered significant with a confidence interval of 99% (GraphPad Software, San Diego, 
CA). 
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RESULTS: 
Neuroblastoma cell lines 
Three NB cell lines were investigated differing by their surface expression of GD2 and 
CD133 surface markers. As shown in Table I, SJNB-7 cells did not express GD2, while 20% 
of SK-N-AS and 98% SK-N-DZ cells expressed this specific marker. Seventy percent of SK-
N-DZ cells express the CD133 surface marker characteristic of the TIC phenotype while SK-
N-AS and SJNB7 cells were negative for CD133. These phenotypic profiles reflect the 
heterogeneity of NB tumors16.  
Table I- Percentage of surface expression surface expression of GD2 and CD133 of three 
different NB cell lines  
Surface expression SJNB-7 SK-N-AS SK-N-DZ 
GD2 0% 20% 98% 
CD133+ 0% 0% 70% 
 
NK cell anti-NB activity is enhanced by TLR-9-activated pDC  
We tested the ability of unstimulated or activated NK cells to kill NB cell lines using in 
vitro cytotoxicity assays. In the absence of NK cell activation, we observed that all three NB 
cell lines were resistant to NK cell mediated lysis (Figure 1A). Interestingly, co-culture of NK 
cells with TLR-9-activated pDC significantly increased the cell cytolytic capability towards all 
three NB cell lines (up to 80% of specific lysis of SK-N-DZ and SK-N-AS cells and up to 
60% of specific lysis of SJNB7 cells at a E:T ratio of 10:1). Since activated pDC (a-pDC) 
secrete high amounts of type I interferons, we compared cytolytic activities of NK cells 
following IFN- stimulation with that of NK cells co-cultured with activated-pDC. 
Stimulation of NK cells with IFN- increased their cytolytic activity against SK-N-DZ and 
SK-N-AS NB cell lines, but to a lesser extent than NK cells stimulated by activated-pDC. Of 
note, the SJNB7 cell line remained resistant to IFN- stimulated NK cell mediated lysis while 
these cells were sensitive to NK cell-mediated lysis following pDC/NK co-culture. These 
results suggest that NK cell stimulation by TLR-9-activated pDC do not only rely on IFN- 
secretion by pDC. 
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Importantly, CD133+ SK-N-DZ cells were as sensitive as CD133- cells to NK cell-
mediated lysis when NK cells were stimulated by activated pDC (Figure 1B). This result 
indicates that NK cell-mediated immunotherapy has the potential to eradicate TIC as well as 
more differentiated NB tumor cells. 
 
 
 
Figure 1: NK cell-mediated lysis of NB cell lines following activation with TLR9-stimulated pDC. 
In vitro cytotoxic assays were performed against 3 NB cell lines differing by the expression of CD133 and GD2 
(SK-N-DZ: 70% CD133+, 98% GD2+; SK-N-AS: 0% CD133+, 20% GD2+; SJNB7: 0% CD133+, 0% GD2+). NK 
cells and pDC were purified from peripheral blood samples and NK cells were stimulated with IL-15, IFN- or 
TLR9-stimulated pDC (a-pDC) for 18-24h before cytotoxic assays. A – Analysis of NK cell cytotoxicity against 
SN-N-DZ, SK-N-AS and SJNB7 cells. B – Cytotoxicity of CD133+ and CD133- SK-N-DZ cells. C – Comparison 
of anti-GD2 mediated ADCC with activated NK cell cytotoxicity against SK-N-DZ cells. D – Additive effect of 
anti-GD2 mAb-mediated and activated NK cell cytotoxicity against SK-N-AS cells. All graphs represent mean of 
specific lysis of 3-5 experiments with standard error bars. 
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Stimulation of NK cells by TLR-9-activated pDC can overcome anti-GD2 ADCC 
resistance 
We next compared the killing capacity of pDC-activated NK cells with that of anti-
GD2 ADCC mediated by IL-2 stimulated NK cells. With SK-N-DZ cells, which uniformly 
expressed the GD2 antigen, we observed that pDC-activated NK cells and anti-GD2 ADCC 
were equally efficient to kill NB tumor cells (Figure 1C). Furthermore, the addition of anti-
GD2 mAb on target cells did not increase the anti-tumor efficacy of NK cells activated by 
pDC. On the opposite, when SK-N-AS cell line was used as target (20% of these cells are 
GD2+), we observed a lower efficacy of anti-GD2 ADDC (30% specific lysis at a 5:1 E:T 
ratio), while NK cells stimulated by TLR-9-activated pDC achieved a 40% specific lysis at a 
5:1 E:T ratio. Interestingly, we observed an additive effect when we combined anti-GD2 and 
pDC-activated NK cells (up to 70% specific lysis at a 5:1 ratio) (Figure 1D). Therefore, our 
results suggest that NK cell activation by activated pDC combined with anti-GD2 
immunotherapy may be efficient to eradicate both GD2+ NB cells as well as anti-GD2 
resistant targets in patients with high-risk NB. 
 
Supplement figure S1: NK cells co-cultured with TLR-9-activated pDC up-regulated TRAIL and CD69. 
Flow cytometry analysis of NK cell phenotype following overnight stimulation with IL-15, IFN-α or TLR-9-
stimulated pDC (a-pDC). Representative dot plots analysis of immune-stainings with anti-CD56, anti-CD69 and 
anti-TRAIL antibodies (gated on CD3- cells). 
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TLR-9-activaved pDC induced a strong up-regulation of TRAIL as well as IFN- 
production by NK cells 
We next investigated the mechanisms involved in NK cell activation by TLR9-
activated pDC and whether type I interferons were responsible for the increased anti-tumor 
activity of NK cells. We first assessed by flow cytometry the phenotype of freshly isolated NK 
cells stimulated by either TLR-9-activated pDC, IFN- or IL-15. We observed that co-culture 
of NK cells with TLR-9-activated pDC induced a strong up-regulation of CD69 expression 
marker on NK cells (Figure 2A). As assessed by the mean intensity of fluorescence (MFI), the 
CD69 up-regulation was significantly higher on NK cells co-cultured with TLR-9-activated 
pDC than the up-regulation obtained with IFN- or IL-15 stimulation. Of note, all CD56dim 
NK cells up-regulated CD69 when co-cultured with TLR-9-activated pDC, while only a subset 
of CD56dim NK cells (30-70% of cells depending on donors) up-regulated CD69 upon 
overnight IFN- and IL-15 stimulations (Supplemental Figure S1). On the opposite, we did 
not observe any up-regulation of natural cytotoxicity receptors (NCR, NKp44, NKp46, 
NKp30), NKGD2, Granzyme B or Perforin following NK cell stimulation by TLR-9-activated 
pDC (Figure 2A and Supplemental Figure S2). We also investigated the up-regulation of 
TRAIL expression following NK cell stimulation and observed that TLR-9-activated pDC 
triggered the strongest increase of the surface expression of TRAIL as compared with IFN-
and IL-15 stimulation (Figure 2A). Finally, we observed a high production of IFN- by NK 
cells following co-culture with TLR-9-activated pDC while overnight IFN- stimulation did 
not induce IFN- secretion by NK cells (Figure 2B). Collectively, these results indicate that 
NK cell activation by TLR-9-activated pDC is distinct from IFN- or IL-15 stimulations as 
assessed by different up-regulation of activation markers and IFN- production. 
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Figure 2: TLR9-stimulated pDC induce CD69 and TRAIL expression on NK cells, as well as IFN-γ 
production. 
A – Phenotype analysis of NK cells following overnight stimulation with IL-15, IFN- or co-culture with TLR9-
stimulated pDC (a-pDC). Box plots represent the distribution of MFI for CD69 and TRAIL immune-staining 
(first and third quartiles, median and standard error bars) (n=5-10 independent experiments with different donors 
of NK and pDC cells). B – IFN- production was measured by ELISA in the supernatant of NK cell medium 
following overnight stimulation. Means of 4-6 independent experiments are represented with standard error bars. 
C – Analysis of NK cell cytotoxicity following NK cell activation with TLR9-stimulated pDC in contact or in 
transwells. Graphs represent the mean of 3 independent experiments with standard error bars. 
 
NK cell activation by TLR-9-activated pDC is contact independent 
Our results raised the question whether soluble factors secreted by activated pDC or 
cellular contact between NK cells and activated pDC were required to activate NK cell and 
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increase NK cell-mediated cytotoxicity against NB tumor cells. Using transwell experiments, 
we observed identical NK cell-mediated lysis against SK-N-DZ cells when NK cells were 
stimulated in conventional co-culture or without contact (Figure 2C). However, TRAIL and 
CD69 up-regulations on activated NK cells were significantly lower when NK cells and pDC 
were not in contact (transwell), indicating that cell contact may favor maximal NK cell 
activation (Supplemental Figure S3). These results, therefore, indicate that soluble factors, 
secreted by TLR-9-activated pDC, are mainly responsible for enhanced NK cell-mediated 
cytotoxicity against NB cell lines and that cellular contact between NK and pDC is not 
absolutely required for NK cell cytotoxicity against NB cells. 
 
Supplement Figure S2: TLR-9-activated pDC do not induce the up-regulation of natural cytotoxicity 
receptors, NKGD2, Granzyme B or Perforine on NK cells. 
Flow cytometry analysis of NK cell phenotype following overnight stimulation with IL-15, IFN-α or TLR-9-
stimulated pDC (a-pDC). Box plots represent the distribution of MFI for indicated surface markers (first and third 
quartiles, median and standard error bars) (n = 5-10).  
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NB cell killing is mediated by multiple lysis pathways 
Depending on target cells and NK cell activation status, NK cell mediated lysis of 
tumor cells could be mediated by several lysis pathways, including release of cytotoxic 
granules in response to activating receptor signaling, and/or death receptor mediated 
apoptosis37. To investigate what are the lytic pathways involved in NK cell-mediated lysis of 
NB cells, we, first, investigated the capacity of activated NK cells to release their cytotoxic 
granules against NB cell lines, using CD107a mobilization assays. We observed that, in the 
presence of NB cell lines, 20 to 40% of NK cells stimulated by TLR9-activated pDC 
expressed the CD107a marker. As expected, the percentage of degranulation against anti-GD2 
coated target cells was proportional to the percentage of cells expressing GD2 (SK-N-DZ 
being the most sensitive and SJNB7 the most resistant to anti-GD2 mediated lysis). 
Interestingly, using SK-N-AS cell line as target, we observed an additive effect of NK cell 
stimulation by TLR-9-activated pDC and anti-GD2 mediated degranulation leading to up to 
near 80% of NK cells expressing CD107a (Figure 3). This result is in good agreement with 
our observation in cytotoxic assays (Figure 1D). We explored the role of DNAM-1 in the 
release of cytotoxic granules by activated NK cells using blocking antibodies. We observed 
that blocking the interaction of DNAM-1 with its ligand (PVR or nectin2) reduced the specific 
lysis by 60% (Figure 4A). Collectively these results indicate that the perforin/granzyme 
pathway is involved in NB lysis by activated NK cells. 
 
Figure 3: NK cells stimulated with TLR9-activated pDC release cytotoxic granules against NB target cells. 
Degranulation assays were performed with overnight-stimulated NK cells with IL-2 or TLR-9-stimulated pDC 
(a-pDC). CD107a surface expression was analyzed by flow cytometry and graphs represent means of CD107a 
MFI on NK cells (gated on CD56+CD3- cells) with standard error bars (n=3 independent experiments). 
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Since TLR-9-activated pDC increased TRAIL expression on NK cells, we next 
investigated whether TRAIL-death receptor interaction play a role in NB lysis. Using a 
specific anti-TRAIL blocking antibody, we observed that activated NK cell-mediated specific 
lysis is reduced by 50%. In addition, the inhibition of NK cell mediated cytotoxicity mediated 
by the anti-TRAIL blocking antibody was directly correlated with the level of expression of 
TRAIL-R2 (DR5); indeed, DR5 expression was highest in SJNB7 cell line and we observed a 
near complete inhibition of cytotoxicity using blocking anti-TRAIL antibody (Figure 4). Since 
NB cell line did not express FAS (Figure 4), the role of FAS-induced apoptosis in activated 
NK cell cytotoxicity was not further investigated. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Multiple lytic pathways are involved in NB cell lysis by activated NK cells. 
A – Cytotoxic assays were performed in presence or in absence of blocking antibody against DNAM-1 or TRAIL 
following overnight stimulation with TLR-9-stimulated pDC (a-pDC). Graphs represent mean of 2 independent 
experiments. B – Phenotypic analysis of SK-N-DZ, SK-N-AS and SJNB7 cell lines for indicated surface 
antigens. Graphs represent means of MFI (n=3) with standard error bars. 
 
B
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Supplement Figure S3: Contact between NK cell and pDC induced stronger CD69 and TRAIL up-
regulation on activated NK cell.  
Analysis of NK cell phenotype following NK cell activation with TLR9-stimulated pDC (a-pDC) in contact or in 
transwells (n = 4-6). 
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DISCUSSION 
Our study reveals that NB cell killing by NK cells requires activation of NK cells and, 
that high NK cell cytolytic activity is obtained by co-culture of NK cells with TLR-9-activated 
pDC. We further show that both CD133+ TIC and GD2-negative NB cells are sensitive to NK 
cell-mediated lysis indicating that NK cell-based immunotherapy may be efficient to cure 
chemotherapy-resistant patients as well as patients relapsing following anti-GD2 targeted 
immunotherapy. 
Current protocols for high-risk NB patients include chemotherapy, surgery and 
radiotherapy, followed by hematopoietic stem cell rescue and finally anti-GD2 
immunotherapy to eliminate residual disease. While this regimen has significantly improved 
the outcome of high-risk NB patients, one third of them still relapse and die from their 
disease7. Tumor relapse has been attributed to the presence of TIC that are responsible for 
long-term maintenance of tumor growth due to their self-renewal property as well as their low 
proliferative capacity17,18,28,29. As a consequence, TIC are resistant to chemotherapy and play a 
major role in tumor progression, metastasis and relapse. Several reports indicate that TIC are 
present within the CD133+ subset of tumor cells, making this marker relevant to study the 
response of TIC novel therapeutic strategies. According to previous results on 
medulloblastoma cell lines30, we demonstrate that CD133+ NB cells are as sensitive as CD133- 
NB cells to activate NK cell-mediated lysis. Therefore, NK cell-based immunotherapy will be 
able to eradicate both TIC and more differentiated tumor cells and therefore will decrease the 
risk of relapse for children with high-risk NB. Importantly, immunotherapeutic strategies have 
a greater chance of succeeding in patients with a low tumor burden, probably because of the 
higher effector to target cell ratio38,39. Therefore, the most favorable therapeutic window for 
immunotherapy is post-HSCT, when the tumor load has been reduced by the aggressive 
chemotherapy of the conditioning regimen. We and others have shown that NK cells are the 
first immune effectors that appear following HSCT, being present in the blood as early as one 
month post-HSCT40,41. We demonstrate here that NK cells need activation to fulfill their anti-
tumor function against NB and that the best cytotoxic activity is obtained following 
stimulation by activated pDC. Indeed, NK cell activation by pDC induces highest up-
regulation of CD69 and TRAIL, as well as highest cytotoxicity as compared to cytokine 
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stimulation. The combination of cytokine and chemokine production by activated pDC may be 
responsible for enhanced cytolytic functions of NK cells, while the detailed molecular 
mechanisms remain to be determined42,43. 
We also reveal in the present study that NK cells stimulated by TLR-9-actived pDC 
can efficiently kill GD2-negative NB cells, indicating that adequate stimulation of NK cells 
can bypass the resistance to mAb anti-GD2 mediated immunotherapy. We previously showed 
using anti-GD2 immune-staining of NB tumor samples that low expression GD2 within the 
tumor may be one of the causes of therapeutic failure in patients receiving anti-GD2 
immunotherapy16. We show here that a GD2-negative NB cell line (SJNB7) is efficiently 
killed by pDC-activated NK cells. In addition, we observed an additive effect between anti-
GD2 mediated ADCC and NK cell mediated lysis using SK-N-AS cell line (20% GD2+) when 
NK cells were stimulated by activated pDC. Therefore, NK cell stimulation by activated pDC 
and anti-GD2 immunotherapy appear complementary and, together, may reduce the risk of 
tumor relapse in patients with low frequency of GD2 positive tumor cells. It has been shown 
that anti-GD2-mediated ADCC needs the concomitant stimulation of immune effectors, i.e. 
NK cells and granulocytes by IL-2 and GM-CSF respectively, to be efficient against NB 
tumor cells44-46. In addition, recent reports have shown that KIR/HLA mismatch between NK 
and NB cells is required for ADCC to be effective47, indicating that NK cell inhibitory signals 
have to be decreased to get NK cell anti-tumor functions against NB. These results 
demonstrate that NK cell activation is a pre-requisite for NB killing activity against NB. We 
show that TLR-9-activated pDC may be an alternative to IL-2 and GM-CSF administration 
that can, in addition, circumvent KIR/HLA mismatch constraint. Taken together, these results 
indicate that pDC are promising tools to initiate NK cell mediated anti-tumor responses 
following HSCT in high-risk NB patients. Recent advances in the development of clinical 
grade TLR ligands will make possible the targeted stimulation of pDC to get increase NK cell-
mediated tumor lysis34. In addition, human pDC can also be produced by in vitro 
differentiation of hematopoietic stem cell progenitors and adoptively transfer in patients after 
short in vitro activation with TLR ligands. We have in hands such a method offering the 
opportunity to produce human pDC from purified cord blood CD34+ cells48. These in vitro 
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differentiated pDC were as efficient as autologous pDC isolated from peripheral blood to 
induce NK cell anti-tumor activity. 
In summary, our results pave the way for future pre-clinical and clinical studies of 
immunotherapeutic strategies combining anti-GD2 mAb and pDC-mediated activation of NK 
cells. This combination should be highly efficient to eradicate both TIC and GD2 negative NB 
cells and therefore increase the cure rate of high-risk NB patients. 
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Conclusion  
En conclusion, le neuroblastome est la tumeur solide infantile la plus commune après 
les tumeurs cérébrales. Les neuroblastomes à risque élevé représentent 35% des diagnostics et 
les probabilités de survie sans rechute sont d’environ 66% à 2 ans. Les rechutes sont dues à la 
présence de TICs peu sensibles à la chimiothérapie et à la présence de cellules tumorales 
résistant à l’immunothérapie ciblée anti-GD2112,114,245. Dans ce contexte, notre projet de 
recherche avait pour objectif d’explorer une nouvelle stratégie thérapeutique, basée sur 
l’activation des cellules NK. Nous avons vérifié que cette approche permet de surmonter la 
résistance des TIC et des cellules GD2-négatives. 
 Nous avons démontré que la co-culture des cellules NK avec des pDC stimulées par le 
CpG permet d’augmenter significativement leur activité cytotoxique vis-à-vis des cellules de 
neuroblastome. Suite à l’utilisation d’un transwell, nous avons observé que l’effet des pDC sur 
les cellules NK est médié par un facteur soluble. Toutefois, un contact entre ces deux types 
cellulaires permet une activation maximale de la cellule NK. Afin d’identifier le facteur 
soluble responsable de l’activation des cellules NK, une expérience est en cours consistant à 
bloquer l’IFN de type I (incluant l’IFN-α et β), produite en grande quantité par les pDC 
activées. Si l’IFN de type I ne s’avère pas concluant, le blocage de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-α serait une voie à explorer. Nous avons démontré que les cellules 
CD133
+
 (TIC) sont aussi sensibles que les cellules CD133
-
 à l’activité cytotoxique des cellules 
NK activées par les pDC, ce qui indique que l’immunothérapie basé sur les cellules NK 
activées a le potentiel d’éliminer les TIC. Les cellules de neuroblastome exprimant le 
marqueur GD2 à leur surface sont aussi efficacement lysées par ADCC médiée par l’anticorps 
monoclonal anti-GD2 que par les cellules NK activées par les pDC. En revanche, les cellules 
GD2
-
 échappent à l’ADCC médiée par l’anticorps anti-GD2, mais elles sont très sensibles à 
l’activité cytotoxique des cellules NK activée par les pDC. De plus, nous avons démontré un 
effet additif entre l’ADCC médiée par l’anticorps anti-GD2 et les cellules NK activées par les 
pDC vis-à-vis de la lignée SK-N-AS qui est constituée de 20% de cellules GD2
+
. Ces résultats 
permettent donc de formuler l’hypothèse que notre approche thérapeutique pourrait être 
complémentaire à l’immunothérapie basée sur l’anticorps monoclonal anti-GD2 et réduire les 
rechutes de neuroblastome à haut risque. 
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 La stimulation des cellules NK par les pDC pourrait être utilisée très tôt après la greffe 
de cellules souches hématopoïétiques, lorsque la maladie résiduelle est la plus faible. En effet, 
le nombre et la fonction des cellules NK se reconstituent très rapidement après la greffe. En 
revanche, la reconstitution des pDC est plus lente après greffe de moelle, ce qui exclue la 
stimulation des pDC avec des ligands des TLR après la greffe. Pour pallier à cet inconvénient, 
le laboratoire a développé une nouvelle méthode de culture et de différenciation des cellules 
CD34
+
 de sang de cordon qui permet d’obtenir de grandes quantités de pDC. Ces pDC 
peuvent être activées in vitro et infusées aux patients pour obtenir une stimulation des cellules 
NK. Les travaux du laboratoire ont également montré que les pDC différenciées à partir des 
cellules CD34
+
 ou les pDC isolées du sang périphérique possèdent les mêmes propriétés de 
stimulation des cellules NK (Lelaidier et al., en préparation). Par ailleurs, nous avons fait la 
démonstration que le contact entre les cellules NK et les pDC n’est pas nécessaire pour assurer 
la lyse des cellules de neuroblastome. L’indépendance de contact suggère qu’une ou plusieurs 
molécules produites et sécrétés dans le milieu par les pDC activées augmentent l’effet 
cytotoxique des cellules NK contre le neuroblastome. Les interférons de type I, qui sont 
produits en grande quantité par les pDC activées, pourraient participer à cette stimulation mais 
ne sont pas les seuls responsables. Il serait donc important de déterminer quelles sont les 
cytokines ou chémokines produites les pDC qui sont à l’origine de la stimulation des cellules 
NK. Une injection d’un cocktail de molécules pour activer les cellules NK simplifierait la 
thérapie chez les patients.  
 Nos résultats obtenus in vitro sur des lignées cellulaires de neuroblastome permettent 
de proposer une étude préclinique sur un modèle murin de neuroblastome. Les souris immuno-
déficientes Nod/scid/γc-/- (NSG) seront utilisées pour tester notre nouvelle approche 
thérapeutique in vivo car elles permettent de greffer un système immunitaire et des tumeurs 
humains sans réaction de rejet. Afin de mimer le développement du neuroblastome, une 
xénogreffe orthotopique sera réalisée : les cellules de neuroblastome humain seront implantées 
dans la capsule surrénale des souris préalablement greffées avec des cellules souches 
hématopoïétiques humaines. Les souris seront traitées par injections (i) d’anticorps 
monoclonal anti-GD2, (ii) des pDC activées au CpG ou (iii) une combinaison des deux. Cette 
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étude préclinique servira de base à l’élaboration d’essais cliniques visant à augmenter le taux 
de survie des  enfants atteints de neuroblastome à haut risque.  
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Abstract 
While the use of anti GD2 monoclonal antibody has improved the survival of patients 
with high-risk neuroblastoma, one-third still relapse and subsequently die. We quantified 
tumor cell GD2 expression in 152 patients with neuroblastic tumors. The proportion of tumor 
cells expressing GD2 cells differed from patient to patient. In 20 patients receiving anti-GD2 
immunotherapy, GD2-negative cell frequency correlated with subsequent relapse. The 
frequency of GD2 negative cells in neuroblastoma cell lines also correlated with resistance to 
anti-GD2 mediated natural killer cell cytotoxicity. The presence of GD2-negative tumor cells 
is a prognostic factor in neuroblastoma patients treated with anti-GD2 immunotherapy.  
 
   
  Terzic et al. 
 
 
99 
Introduction 
 Neuroblastic tumors (NTs) are the most common extracranial solid tumors in 
children [1, 2]. Among NTs, high-risk tumors are responsible for 15% of all cancer-related 
deaths in children under 15 years of age [2-4]. NT risk factors include age, stage and MYCN 
amplification [5-7]. Immunotherapy significantly improves survival of high-risk NT patients 
[8]. The immunotherapeutic regimen combines a chimeric human-murine monoclonal 
antibody (ch14.18) targeting disialoganglioside GD2, a cell surface tumor-associated antigen, 
together with granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-2 
(IL-2). Ch14.18 triggers both complement-mediated and antigen-dependent natural killer 
(NK) cell-mediated cytotoxicity (ADCC) against GD2 positive NT cells [9, 10]. Nonetheless, 
one third of patients with high-risk neuroblastoma (NB) still relapse, indicating that some 
tumor cells escape anti-GD2-mediated tumor lysis [8]. Therefore, we quantified GD2 
expression on NT tumor samples and evaluated its prognostic significance in patients 
receiving anti-GD2 immunotherapy.  
  
  Terzic et al. 
 
 
100 
Results 
Patients and Tumor Samples 
Tumor samples were collected from 152 NT patients at the Centre Hospitalier 
Universitaire (CHU) Sainte-Justine, Montreal, from 1991 to 2008. All the patients were 
enrolled in the Children’s Oncology Group (COG) studies and treated according to their risk 
group. Informed consent approved by the institutional review board was obtained from all 
patients. NT samples were classified according the International Neuroblastoma Pathology 
Classification (Table I). Mean age at diagnosis was 33 months (range 0-183) and median 
follow-up duration was 67 months (range 0-218). For ten patients, their tumors were studied 
both before and after chemotherapy. Twenty patients were treated with chemotherapy, 
followed by surgery for the primary tumor, high-dose chemotherapy and autologous stem cell 
transplantation, radiotherapy of the primary tumor bed and immunotherapy with five cycles of 
ch14.18 antibody in combination with alternating GM-CSF and IL-2 associated with six 
cycles of isotretinoin. 
GD2 expression  
We used tissue micro array (TMA) [11] prepared from 152 NT formalin-fixed 
paraffin-embedded (FFPE) tumor samples, 45 control normal tissues (41 adrenal glands and 4 
sympathetic ganglia) and 33 paired metastases to quantify GD2 expression. TMAs were 
constructed using four tissue cores (diameter 0.6 mm) transferred onto a recipient paraffin 
block using a tissue arrayer. FFPE sections were dewaxed, rehydrated and antigen retrieval 
was performed. Sections were stained using an anti-GD2 monoclonal antibody (clone14G2A, 
BD Biosciences, Mississauga, ON) recognizing the same epitope as ch14.18. Antibody 
binding was detected using the streptavidin–biotin method and 3,3′-diaminobenzidine as 
chromogen. Slides were counterstained with hematoxylin. Immunostaining scores were 
established by optical analysis of samples containing more than 100 neuroblasts. Cells with a 
membranous or cytoplasmic staining for GD2 were considered positive. The percentage of 
positive cells in each sample was assessed and a score of “0”,  “1+”, “2+”, 3+” and “4+” was 
given when 0%, 1-25%, 26-50%, 51-75% and 76-100% of tumor cells, respectively, showed 
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positive expression (Supplementary Figure 1), assessed independently by two experienced 
pathologists (H.S. and M.P.) blinded to patients’ data and a consensus regarding controversial 
cases was reached with the help of a double-headed microscope. No expression of GD2 was 
observed in normal cells from sympathetic ganglia and adrenal medulla (Supplementary 
Figure 1). Twenty-one fresh frozen specimens were stained by direct apposition of anti-GD2 
on the slides. There was no significant difference in GD2 scores between frozen and TMA 
from the same patients using Spearman correlation values.  
Table I: Clinicopathological features of patients and mean GD2 immunostaining scores 
  
Number of patients 
(percentage) 
Mean GD2 
immunostaining score 
Total  152 1.76 
INPC 
NB 
NBu 7 2.76 
NBpd 68 1.72 
NBd 10 2.25 
GNB 
iGNB 31 1.64 
nGNB 5 1.15 
GN 8 0.84 
Clinical stage 
1 37 (25) 1.67 
2 26 (17) 1.90 
3 15 (10) 1.56 
4 64 (42) 1.85 
4s 10 (7) 1.33 
MYCN status 
(n = 109) 
non amplified 93 (85) 1.66 
amplified 16 (15) 1.81 
Age at diagnosis 
<18 months 60(40) 1.71 
>18 months 92 (60) 1.79 
Follow-up 
alive 118 (77) 1.80 
dead 34 (23) 1.61 
Immunotherapy 
no relapse 15 (10) 2.55 
relapse 5 (3) 1.2 
INPC: International Neuroblastoma Pathology Classification, NB: neuroblastoma, GNB: ganglioneuroblastoma, 
Nbu: neuroblastoma undifferenciated, NB: neuroblastoam, pd: poorly differenciated, NBd: neuroblastoma 
differenciating, iGNB: intermixed ganglioneuroblastoma, nGNB: nodularganglioneuroblastoma, GN: 
ganglioneuroma  
As expected, GD2 expression was observed in almost all (96%) NTs and GD2 was 
only expressed by neuroblastic cells [12, 13]. GD2 immunostaining scores were significantly 
higher in neuroblastomas than in ganglioneuroblastomas (p < 0.04 using Student’s t-test) and 
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ganglioneuromas (p < 0.003) and in undifferentiated neuroblastomas when compared with 
poorly differentiated neuroblastomas (p < 0.01) (Supplementary Figure 1 and Table I). In 
the same patient, GD2 expression was similar in tumor and metastases (1.76 vs. 1.69) and 
before and after chemotherapy (2.33 vs. 2.0 respectively). There was no correlation between 
GD2 expression scores and age at diagnosis, clinical stage or the presence of MYCN 
amplification (Table I).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Figure 1: GD2 is specifically expressed in neuroblasts. Paired normal tissue (adrenal gland 
(A) and sympathetic ganglia (B)) without any expression of GD2. Ganglioneuroma without expression of GD2 in 
Schwannian cells but with very rare expression of this protein in glanglion cells (C). Intermixed 
Ganglioneuroblastoma with expression of GD2 only in neuroblasts (D).   
GD2 expression and subsequent relapse after anti-GD2 immunotherapy 
Twenty patients received anti-GD2 immunotherapy. Five of these patients relapsed. In 
four of them, GD2 was expressed in less than 25% of tumor cells at diagnosis (Figure 1A). 
GD2 expression score was significantly lower in patients who subsequently relapsed (mean 
score 1.20 vs. 2.55, p < 0.02). These data suggest that the resistance to anti-GD2 
immunotherapy is related to the presence of tumor GD2 negative cells. 
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Figure 1. Heterogeneity of GD2 expression in neuroblastoma. GD2 differential expression in tumor samples 
from relapsing versus non-relapsing patients receiving anti-GD2 immunotherapy (A). Representative 
immunostainings of NB tumors at diagnosis from patients receiving anti-GD2 immunotherapy. A poorly 
differentiated neuroblastoma in a patient who relapsed (a) had an estimated score of 2+, i.e., 26-50 % of cells 
stained with GD2; an undifferentiated neuroblastoma in a patient who did not relapse (b) had a score of 4+, 76-
100% of cells expressed GD2.  
Resistance to NK cell-mediated ADCC depends on the percentage of GD2 negative neuroblastoma cells (B, C). 
Using three different NB cell lines differing by the proportion of GD2 positive cells, we assessed NK cell-
mediated cytotoxicity in the presence of ch14.18 mAb and IL2 to mimic the clinical situation. (A) Representative 
flow cytometry analysis of GD2 surface expression on SK-N-DZ, SK-N-AS and SJNB7 cells. (B) Specific lysis 
of NB cell lines by NK cells in the absence (left panel) or presence of anti-GD2 mAb ch14.18 (right panel). The 
mean of three independent experiments is shown with standard error bars.     
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NK cell-mediated ADCC efficacy depends on GD2 expression on NB cells lines 
Three NT cell lines (SK-N-DZ, SK-N-AS, SJNB7) were labelled with anti-GD2 mAb 
(14G2A), and an FITC-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (BD Biosciences 
Mississauga, ON). Stained samples were analyzed using flow cytometry (Fortessa cytometer, 
BD Biosciences, San Jose, CA) and FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR). NK cell-
mediated cytotoxicity assays were performed as described previously [14], using CFSE 
labeling of target cells in the presence or absence of anti-GD2 mAb (ch14.18, 1g/mL, 
National Cancer Institute). NK cells were purified using negative magnetic selection (purity 
above 90%). Effector and target cells were incubated in triplicate for three hours. Viable cells 
were counted after propidium iodide exclusion of dead cells and addition of Countbright 
counting beads (Invitrogen, Brulington, ON).   
As shown in Figure 1B, 98% of SK-N-DZ, 20% of SK-N-AS and 0% of SJNB7 cells 
expressed GD2. All three NT cell lines are insensitive to NK-mediated lysis in the absence of 
ch14.18 and IL-2. In the presence of anti-GD2 and IL-2, tumor cell lines that less frequently 
express GD2 were more resistant to NK cell-mediated lysis (Figure 1C).  
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Discussion 
Our analysis of GD2 expression by NT cells offers new insights into the causes of 
resistance to anti-GD2 immunotherapy. We confirm older data showing that GD2 expression 
is specific to NT and that almost all NT samples express GD2 [13, 15]. The proportion of 
tumor cells expressing GD2 has not been studied before. We found that not all cells within a 
tumor express GD2. The proportion of GD2-expressing cells does not differ between primary 
tumor and metastases or before and after chemotherapy. The proportion of GD2-positive cells 
was higher in neuroblastoma than in ganglioneuroblastoma and higher in undifferentiated than 
in differentiated neuroblastoma, but was not correlated with age, clinical stage and MYCN 
amplification.  
Most importantly, we report a correlation between the proportion of GD2-negative 
cells at diagnosis and subsequent relapse in patients treated with immunotherapy. 
Accordingly, the proportion of GD2-negative cells within NT cell lines was correlated with 
the resistance to NK cell-mediated ADCC in vitro. If the presence of GD2-negative tumor 
cells within the tumor is in fact the cause of immunotherapy failure, relapsing tumors would 
be expected to express low levels of GD2 [16, 17]. However, Kramer et al. showed that GD2 
was still expressed in relapsed tumors following immunotherapy with 3F8 monoclonal 
antibody [15]. Unfortunately, we did not have access to biopsies from relapsed patients to 
confirm whether their GD2 expression differed before and after treatment with ch14.18 anti-
GD2 mAb.  
In conclusion, relapse was correlated with the proportion of GD2-negative tumor cells 
in 20 patients treated with anti-GD2 mAb. Further studies are needed to confirm these data on 
a larger cohort of patients and to study GD2 expression in relapsed neuroblastoma. Indeed, 
these data may have consequences in personalizing immunotherapy for patients with high-risk 
neuroblastoma.    
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